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Autoreaktive Peptide aus der humanen Glutaminsaure -Decarboxy- 
lase (GAD) 

Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft eine Autoimmunreaktion 
hervorrufende Peptide, Komplexe dieser Peptide mit Molekulen 
des Major Histocompatibility Komplex (MHC) , mit den Peptiden 
oder/und den Komplexen aus Peptiden und MHC-Molekulen reagie- 
rende T-Zellsubpopulationen sowie diagnostische und therapeu- 
tische Anwendungen dieser Verbindungen . 

Die Aufklarung der molekularen Zusammenhange bei der Entste- 
hung von Autoimmunerkrankungen, wie etwa der rheumatoiden 
Arthritis und des juvenilen Diabetes (IDDM) , ist innerhalb der 
letzten Jahre schnell f ortgeschritten und laSt mittlerweile 
konkrete Anwendungen fur die fruhe Diagnose und eine kausale 
Therapie dieser Erkrankungen erkennen. 

Heute gilt als gesichert, . daS bei der Entstehung dieser Er- 
krankungen neben einer genetischen Disposition auch Umweltfak- 
toren eine Rolle spielen. Auf der Ebene der genetischen Risi- 
kofaktoren sind z.B. bei dem IDDM nur einige wenige Allele der 
MHC-Klasse II-Antigene eng mit dieser Erkrankung assoziiert . 
Somit besteht die Moglichkeit, uber eine Analyse dieser Allele 
eine Risikogruppe fur IDDM zu definieren (vgl . z.B. Thomson et 
al., Am. J. Hum. Genet. 43 (1988), 799-816 oder Todd et al . , 
Nature 329 (1987), 599-604). 

Bei den an der Entstehung von IDDM beteiligten Umweltfak toren 
handelt es sich wahrscheinlich urn exogene, als Immunogen wirk- 
same Peptidsequenzen. In diesem Zusammenhang werden u.a. vi- 
rale Antigene, die partielle Homologien zu korpereigenen 
Strukturen aufweisen, diskutiert. Unter besonderen Umstanden, 
insbesondere in der postnatalen Phase, konnen durch die Nah- 
rung aufgenommene Antigene, wie z.B. Rinderserumalbumin, eine 
Immunantwort induzieren, welche aufgrund von Homologien zu 
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korpereigenen Strukturen einen. autoaggressiven Prozefi in Gang 
setzen konnen. 

Typisch fur den Krankheitsverlauf bei IDDM ist die progressive 
Zerstorung der Pankreas-S-Zellen durch cytotoxische Lymphozy- 
ten. Dieser ProzeS setzt schon lange vor einer erkennbaren 
Stoning des Glucoses toff wechsels ein. Bei einer erkennbaren 
Manifestation des Diabetes sind bereits uber 90 % der S-Zellen 
zerstort. Es ware deshalb auSerordentlich wichtig, diese auto- 
aggressiven T-Zellen friihzeitig bei Risikopersonen zu erfas- 
sen, urn die betroffenen Individuen einer kausalen Therapie 
zufiihren zu konnen. 



Es gilt heute als gesichert, dafi die Zerstorung von korper- 
eigenem Gewebe bei Autoimmunerkrankungen anfanglich sehr lang- 
sam verlauft. Iin Anfangs stadium dieses Prozesses erkennen die 
autoaggressiven T-Zellen wahrscheinlich nur ein oder wenige 
Autoantigene . Arbeiten von Kaufman et al. (Nature 368 (1993), 
69-72) und Tisch et al. (Nature 368 (1993), 72-78) an einem 
Tiermodell (NOD-Maus) des Typ I -Diabetes haben ergeben, daS 
beim spontan auftretenden Diabetes dieses Mausstammes die 
initiale, uber T-Zellen vermittelte Auto- Immunreakt ion gegen 
die Glutaminsaure-Decarboxylase gerichtet ist. Dabei werden in 
der NOD-Maus anfanglich nur 1 bis 2 Epitope am C-Terminus der 
Glutaminsaure-Decarboxylase (GAD) erkannt. Zu diesem Zeitpunkt 
lassen sich - wie oben ausgefuhrt - noch keine Veranderungen 
im Glucose-Metabolismus feststellen, wahrend hingegen eine 
Perinsulitis bereits nachweisbar ist. Erst im weiteren Krank- 
heitsverlauf weitet sich das Spektrum der von den autoaggres- 
siven T-Zellen erkannten Peptide der GAD aus. Nach einer Mani- 
festation des Diabetes sind auch praaktivierte T-Zellen gegen 
andere Inselzell-Antigene nachweisbar, z.B. Peripherin, Heat 
Shock Protein HSP 65 und Carboxypeptidase H. 



Es gibt Hinweise, daS auch beim Menschen die Immunantwort 
gegen GAD ursachlich mit dem Entstehen des Typ I -Diabetes 
verkniipft ist. So lassen sich beispielsweise in uber 80 % der 
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Pradiabetiker Autoantikorper gegen GAD nachweisen, wobei die 
atiologische Rolle dieser Autoantikorper allerdings gering 
eingeschatzt wird. Man nimmt vielmehr an, daS beim Typ I -Dia- 
betes eine progressive Zerstorung der Pankreas-E-Zellen durch 
s T-Lymphozyten vorliegt. Diese gegen GAD gerichteten T-Lympho- 
zyten konnten bereits von mehreren Forschergruppen nachgewie- 
sen werden (Harrison et al. f J. Clin. Invest. 89 (1992), 1161; 
Honeyman et al., J. Exp. Med. 177 (1993), 535). Die von diesen 
Gruppen gefundenen Autoantikorper reagierten mit einem aus den 
io Aminosauren 208 bis 404 bestehenden Peptidf ragment des GAD 67 
kd Molekiils. 

In EP-A-0 519 469 werden autoimmun reagierende Polypeptide aus 
dem humanen GAD 65 kd Molekiil of f enbart . Diese Polypeptide 
is haben die Aminosequenz : 

X-P-E-V-K-(T Oder E)-K-Z, 

wobei X eine fakultative, aus 1 bis 10 Aminosauren ausgewahlte 
20 Sequenz ist und Z eine fakultative, aus 1 bis 8 Aminosauren 
ausgewahlte Sequenz ist. 

In der europaischen Patentanmeldung Nr. 95 100 764.0 werden 
autoreaktive Peptidsequenzen aus der humanen GAD 65 kd vor- 
25 geschlagen, umfassend: 

(a) die Aminosauresequenz 

G-M-A-A-L-P-R-L-I-A-F-T-S-E-H-S-H-F-S-L-K-K-G-A-A, 

30 (b) die Aminosauresequenz 

E-R-G-K-M-I-P-S-D-L-E-R-R-I-L-E-A-K-Q-K, 

(c) eine der in Abb. 1 oder 2 dargestellten Aminosauresequen- 
zen, 

35 
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(d) Teilbereiche der in (a) , (b) oder/und (c) dargestellten 
Aminosauresequenzen mit einer Lange von mindestens 6 
Aminosauren oder/und 

(e) Aminosauresequenzen, die eine itn wesent lichen aquivalente 
Spezif itat oder/und Aff initat der Bindung an MHC-Molekule 
wie die in (a), (b) , (c) oder/und (d) dargestellten Ami- 
nosauresequenzen zeigen . 

Eine der vorliegenden Erfindung zugrundeliegende Aufgabe be- 
stand darin, neue autoreaktive Peptide bereitzustellen, die 
mit T-Zellen aus Typ I-Diabetikern, insbesondere mit T-Zellen 
aus frisch entdeckten Typ I-Diabetikem reagieren und somit 
friihe Auto-Epitope definieren. 

Diese Aufgabe wird gelost durch Peptide, Pept id-Deri vate oder 
analog bindende Molekiile, die zum Nachweis, zur Isolierung, 
zur Vermehrung, zur Anergisierung oder/und zur Elimination 
autoreaktiver T-Zellen geeignet sind. Ein Gegenstand der Er- 
findung ist somit ein Peptid oder Pept id-Deri vat , umfassend: 

(a) die Aminosauresequenz (I) 
D-V-N-Y-A-F-L-H-A-T-D-L-L-P-A-C-D-G-E-R, 

(b) die Aminosauresequenz (II) 
S-N-M-Y-A-M-M-I-A-R-F-K-M-F-P-E-V-K-E-K, ' 

(c) die Aminosauresequenz (III) 
N-W-E-L-A-D-Q-P-Q-N-L-E-E-I-L-M-H-C-Q-T, 

(d) die Aminosauresequenz (IV) 
T-L-K-Y-A-I-K-T-G-H-P-R-Y-F-N-Q-L-S-T-G, 

(e) die Aminosauresequenz (V) 
P-R-Y-F-N-Q-L-S-T-G-L-D-M-V-G-L-A-A-D-W, 
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(f) die Aminosauresequenz (VI) 
T-Y-E-I-A-P-V-F-V-L-L-E-Y-V-T-L-K-K-M-R, 

(g) die Aminosauresequenz (VII) 
F-F-R-M-V-I-S-N-P-A-A-T-H-Q-D-I-D-F-L-I, 

(h) Teilbereiche der in (a) , (b) , (c) , (d) , (e) , (f ) oder/und 
(g) dargestellten Aminosauresequenzen mit einer Lange von 
mindestens 6 Aminosauren oder/und 

(i) Aminosauresequenzen, die eine im wesent lichen aquivalente 
Spezif itat oder/und Af finitat der Bindung an MHC-Molekule 
wie die in (a) , (b) , (c) , (d) , (e) , (f ) , (g) oder/und (h) 
dargestellten Aminosauresequenzen zeigen. 

Die Aminosauresequenzen (I) bis (VII) entsprechen den Amino- 
saureresten 86-105 (I), 246-265 (II), 146-165 (III), 166-185 
(IV), 176-195 (V), 206-225 (VI) und 556-575 der humanen GAD 
65. 

Uberraschenderweise wurde f estgestellt , daS Peptide, welche 
den Aminosauresequenzen (I) bis (VII) der humanen GAD 65 ent- 
sprechen, eine spezifische Reaktion mit T-Zellsubpopulationen 
zeigten, die aus frisch entdeckten Typ I-Diabetikern isoliert 
wurden. Somit handelt es sich bei den erf indungsgemaSen Pepti- 
den um fruhe Autoepitope, mit deren Verwendung eine sehr fruhe 
Diagnose des Typ I -Diabetes ermoglicht wird. Weiterhin konnen 
die erfindungsgemaSen Peptide auch therapeutisch angewendet 
werden, indem die mit den Peptiden reaktive T-Zellpopulation 
ausgeschaltet wird. 

Bevorzugte Beispiele fur T-Zellsubpopulationen, mit denen die 
erf indungsgemaSen Peptide der Aminosauresequenzen (I) oder/und 
(II) reagieren, sind die T-Zellinien R.B. und M.C. oder T- 
Zellen mit einer aquivalenten Bindungsspezif itat . 
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Die Aminosauresequenzen (I) bis (VII) sind Teilbereiche aus 
der 65 kD Isoform der humanen Glut aminsaure -Decarboxylase 
(GAD) , deren vollstandige Aminosauresequenz von Bu et al . 
(Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89 (1992), 2115 ff.) beschrieben 
wurde. Die Aminosauresequenzen (I) bis (VII) wurden durch 
Anlegen von T-Zellinien aus dem peripheren Blut von Typ I- 
Diabetikern und anschlieSende in vitro Stimulation mit rekom- 
binanter humaner GAD und Test en dieser T-Zellinien in einem 
Proliferationsassay mit synthetischen Peptidsequenzen gefun- 
den, die aus der humanen GAD-Sequenz abgeleitet wurden. 

Die erfindungsgemafcen Peptide konnen durch bekannte Synthese- 
verfahren mittels chemischer Methoden erzeugt werden oder 
durch Klonierung und Expression einer fur diese Peptide codie- 
renden DNA-Sequenz in einer geeigneten Wirtszelle, insbeson- 
dere E.coli, auf gentechnische Weise hergestellt werden. 

Weiterhin umfaSt die vorliegende Erfindung auch Peptide mit 
Teilbereichen der spezifisch angegebenen Aminosauresequenzen 
(I), (II), (III), (IV), (V), (VI) oder (VII), die eine Lange 
von mindestens 6 Aminosauren, vorzugsweise von mindestens 8 
Aminosauren, besonders bevorzugt von mindestens 10 Aminosauren 
und am meisten bevorzugt von mindestens 15 Aminosauren auf- 
weisen. Die minimale Lange eines erf indungsgemafcen Peptids 
wird durch seine Fahigkeit bestimmt, ein MHC-Molekul zu erken- 
nen, mit ihm spezifisch zu binden und mit dem entsprechenden 
T-Zellrezeptor zu reagieren. 

Die maximale Lange der aus der GAD stammenden und MHC-binden- 
den Abschnitte in einem erf indungsgemaSen Peptid betragt vor- 
zugsweise 100 Aminosauren, besonders bevorzugt 50 Aminosauren 
und am meisten bevorzugt 25 Aminosauren. 

Neben Peptiden mit den Aminosauresequenzen (I) bis (VII) oder 
Teilbereichen davon betrifft die Erfindung auch noch Peptide 
mit Aminosauresequenzen, die im wesentlichen aquivalente Spe- 
zif itat oder/und Affinitat der Bindung an MHC-Molekule vie die 
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zuvor genannten Sequenzen zeigen und die vorzugsweise durch 
Substitution, Deletion oder Insertion einzelner Aminosaure- 
reste oder kurzer Abschnitte von Aminosaureresten aus den 
Aminosauresequenzen (I) bis (VII) abgeleitet sind oder analog 
bindende verfremdete Substanzen. 

Insbesondere betrifft die vorliegende Erfindung auch Peptid- 
varianten, die in ihrer Sequenz mit den oben genannten Amino- 
sauresequenzen nicht vollig ubereinstimmen, sondern nur glei- 
che oder nahe verwandte "Ankerpositionen" aufweisen. Die Be- 
zeichnung "Ankerposition" bedeutet in diesem Zusammenhang 
einen fur die Bindung an ein MHC-Molekul, insbesondere an ein 
MHC-Molekul der Klassen DR1, DR2 , DR3 , DR4 oder DQ, wesentli- 
chen Aminosaurerest . Die Ankerposition fur das DRB1*0401-Bin- 
dungsmotiv sind z.B. bei Hammer et al . , Cell 74 (1993), 197- 
203, angegeben. Derartige Ankerpositionen sind in erfindungs- 
gemaSen Peptiden konserviert oder gegebenenf alls durch Amino- 
saurereste mit chemisch sehr nahe verwandten Seitenketten 
ersetzt (z.B. Alanin durch Valin, Leucin durch Isoleucin und 
umgekehrt) . Die Bestimmung der Ankerpositionen in den erfin- 
dungsgemaSen Peptiden kann auf einfache Weise durch Tests von 
Varianten der oben angegebenen spezifischen Peptide auf ihre 
Bindungsfahigkeit an MHC-Molekiile erfolgen. Erf indungsgemaSe 
Peptide sind dadurch gekennzeichnet , date sie eine im wesentli- 
chen aquivalente Spezif itat oder/und Affinitat der Bindung an 
MHC-Molekule wie die zuvor genannten Peptide zeigen. Vorzugs- 
weise besitzen die aus Peptiden mit den Aminosauresequenzen 
(I) bis (VII) abgeleiteten Peptide eine Sequenzhomologie von 
mindestens 30 %, besonders bevorzugt von mindestens 50 % und 
am meisten bevorzugt mindestens 60 % mit den Ausgangspeptiden 
oder Teilsequenzen davon. 

Beispiele fur Varianten der spezifisch angegebenen Peptide 
sind die entsprechenden homologen Peptidabschnitte aus der 
humanen GAD 67, deren vollstandige Aminosauresequenz ebenfalls 
von Bu et al., Supra, beschrieben wurde. 
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Der Begriff »im wesentlichen aquivalente Spezifitat oder/und 
Affinitat der Bindung an MHC-Molekule" umfafct auch eine gegen- 
uber den Aminosaureseguenzen . (I) bis (VII) verbesserte Bin- 
dungsspezifitat oder/und -affinitat, die insbesondere bei 
verkiirzten Peptiden gefunden wird, die eine Lange von vorzugs- 
weise 8 bis 15 Aminosauren besitzen. 

Weiterhin umf a£t die vorliegende Erf indung auch Peptid-Deriva- 
te. Dieser Begriff umfaEt Peptide, in denen eine oder mehrere 
Aminosauren durch eine chemische Reaktion derivatisiert worden 
sind. Beispiele von erf indungsgemaSen Peptid-Derivaten sind 
insbesondere solche Molekule, in denen das Backbone oder/und 
reaktive Aminosaureseitengruppen, z.B. freie Aminogruppen, 
freie Carboxylgruppen oder/und freie Hydroxylgruppen, deriva- 
tisiert worden sind. Spezifische Beispiele fur Derivate von 
Aminogruppen sind Sulfonsaure- oder Carbonsaureamide , Thio- 
urethanderivate und Ammoniumsalze, z.B. Hydrochloride. Bei- 
spiele fur Carboxylgruppenderivate sind Salze, Ester und Ami- 
de. Beispiele fur Hydroxylgruppenderivate sind O-Acyl- oder 0- 
Alkylderivate . Weiterhin umfaEt der Begriff Peptid-Derivat 
gemaS vorliegender Erf indung auch solche Peptide, in denen 
eine oder mehrere Aminosauren durch natiirlich vorkommende oder 
nicht natiirlich vorkommende Aminosaurehomologe der 20 "Stan- 
dard" -Aminosauren ersetzt werden. Beispiele fur solche Homo- 
loge sind 4-Hydroxyprolin, 5-Hydroxylysin, 3-Methylhistidin, 
Homoserin, Ornithin, B-Alanin und 4 -Aminobuttersaure . 

Insbesondere sind solche Peptide bevorzugt, welche eine im we- 
sentlichen aquivalente Spezifitat oder/und Affinitat der Bin- 
dung an MHC-Molekule wie Peptide mit den Aminosaureseguenzen 
(I) bis (VII) aufweisen, die aber im Gegensatz zu diesen Pep- 
tiden keine Aktivierung von T-Zellen, sondern die Erzeugung 
eines anergen Zustands in T-Zellen hervorrufen. 

Von der vorliegenden Erf indung werden auch Polypeptide erfaSt, 
in denen der MHC-bindende Peptidabschnitt Bestandteil einer 
grofieren Polypeptideinheit ist, wobei die Verbindung von MHC- 



WO 97/04085 PCT/EP96/03093 

- 9 - 

bindendem Peptid und dem Rest der Polypeptideinheit vorzugs- 
weise eine Sollbruchstelle aufweist, z.B. eine Proteasespalt- 
stelle. 



Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein 
Peptid oder Peptid-Derivat , das eine signalerzeugende Substanz 
bzw. eine Markierungsgruppe, z.B. eine Fluoreszenzmarkierungs- 
gruppe (z.B. Rhodamin, Phycoerythrin) , Digoxin, Biotin, eine 
radioaktive Gruppe oder eine Toxingruppe (z.B. Ricin, Cholera- 
toxin etc.) tragt. Durch Kopplung des erf indungsgemafcen Pep- 
tids mit Markierungsgruppen kann das Peptid als diagnostisches 
Mittel fur in vivo oder in vitro (z.B. Imaging) Anwendungen 
oder als therapeutisches Mittel eingesetzt verden. Weiterhin 
kann das erf indungsgemaSe Peptid auch beispielsweise in cycli- 
sierter Form oder in oligomerer Form vorliegen, wobei die fur 
die Bindung an das MHC-Molekul wichtigen Seguenzen durch Spa- 
cerregionen voneinander getrennt sind. 

Die Erfindung betrifft auch peptidmimetische Substanzen, die 
eine im wesentlichen aquivalente Spezif itat oder/und Af f initat 
der Bindung an MHC-Molekiile wie die zuvor genannten Peptide 
oder Peptid-Derivate zeigen. Peptidmimetische Substanzen oder 
Peptidmimetika sind Verbindungen, die Peptide in ihrer Wech- 
selwirkung mit den MHC-Molekulen ersetzen konnen und gegenuber 
den nativen Peptiden eine erhohte metabolische Stabilitat, 
bessere Bioverf ugbarkeit und grofiere Wirkungsdauer aufweisen 
konnen. Methoden zur Herstellung von Peptidmimetika sind be- 
schrieben bei Giannis und Kolter, Angew. Chem. 105 (1993), 
1303-1326, Lee et al . , Bull. Chem. Soc. Jpn. 66 (1993), 2006- 
2010 und Dorsch et al . , Kontakte (Darmstadt) (1993) (2), 48- 
56. Bezuglich der Herstellung erf indungsgemaSer peptidmimeti- 
scher Substanzen wird auf die Offenbarung dieser Literatur- 
stellen verwiesen. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein 
Komplex, der mindestens ein erf indungsgemaSes Peptid, Peptid- 
Derivat oder Peptidmimetikum und mindestens ein MHC-Molekul 
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Oder ein peptidbindendes Derivat eines MHC-Molekuls umfaSt. In 
diesem Komplex ist ein Peptid, Peptid-Derivat oder Peptidmime- 
tikum mit einer Bindungskonstante von vorzugsweise mindestens 
10" 7 1/mol, besonders bevorzugt im Bereich von l(T 8 -l(r 9 1/mol, 
an ein MHC-Molekul oder ein peptidbindendes Derivat eines MHC- 
Molekuls gebunden. Alternativ kann das Peptid, Peptid-Derivat 
oder Peptidmimetikum auch kovalent an das MHC-Molekul gekop- 
pelt sein, z.B. iiber einen Photolinker oder als kovalente 
genetische Peptid-MHC-Fusion. Ein derartiges Peptid-MHC-Fu- 
sionsprotein enthalt vorzugsweise eine HLA-DR beta-Kette und 
ein damit genet isch fusioniertes autoreaktives Peptid. Beson- 
ders bevorzugt enthalt der Komplex ein MHC-Klasse II-Molekiil 
oder ein peptidbindendes Derivat davon. 

Das MHC-Klasse II-Molekiil ist vorzugsweise vom Typ DR, bei- 
spielsweise vom Typ DR1 , DR2 , DR4 oder DQ6 . Besonders bevor- 
zugt ist das MHC-Klasse II-Molekiil vom Typ DR1 (Subtyp DR 
Bl*0101), DR2 (Subtyp Bl*1501, DR Bl*1502, DR Bl*1601 oder DR 
B5*0101) , DR4 (Subtyp DR Bl*0401) oder DQ6 (Subtyp DQ Bl*0602) . 
Die T-Zellinie R.B. proliferiert mit dem autoreaktiven Peptid 
der Aminosauresequenz 86 - 105 von GAD 65 kd in Anwesenheit 
des DR Bl-Allels 0101. Die T-Zellinie M.C. proliferiert mit 
dem autoreaktiven Peptid der Aminosauresequenz 246 - 265 von 
rGAD in Gegenwart des DR Bl-Allels 1501 oder/und des DQ Bl- 
Allels 0602. Fur das autoreaktive Peptid mit der Aminosaurese- 
quenz 556-575 von GAD wurde das DR Bl-Allel 0401 als Restrik- 
tionselement identif iziert . 

Die Nukleotidsequenzen der fur ein MHC-Klasse II-Molekiil der 
obigen Subtypen kodierenden Gene sind verof f entlicht in Corell 
et al. (Mol. Immunol. 28 (1991), 533-543). Auf den Inhalt 
dieser Publikation wird hiermit Bezug genommen. 

Der Begriff "peptidbindendes Derivat eines MHC-Molekuls" um- 
fafit Fragment e von MHC-Molekulen, die durch proteolytische 
Spaltung nativer MHC-Molekule oder durch rekombinante DNA- 
Techniken hergestellt sind und ihre peptidbindenden Eigen- 
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schaften im wesentlichen beibehalten haben. Weiterhin sind 
unter diesem Begriff Fusionsproteine zu verstehen, die neben 
einem fur die Peptidbindung verantwortlichen MHC-Anteil noch 
weitere Polypeptid-Komponenten enthalten. 

Die erfindungsgemaSen Peptid-MHC-Komplexe werden vorzugsweise 
durch Assoziierung peptidfreier MHC-Molekule oder MHC-Molekul- 
derivate mit den erf indungsgemafcen Peptiden, Peptid-Derivaten 
Oder Peptidmimetika hergestellt. Die Herstellung von peptid- 
freien MHC-Molekulen kann beispielsweise durch Entfaltung von 
nativen MHC-Molekulen, um gebundene Peptide zu dissoziieren, 
und Ruckfaltung der leeren MHC-Molekule erfolgen (siehe Dorn- 
mair und McConnell, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87 (1990), 
4134-4138 und W091/14701) . 

Andererseits konnen peptidfreie MHC-Molekiile auch durch rekom- 
binante Herstellung von MHC-Molekulen oder Derivaten davon 
gewonnen werden. Beispiele hierfiir sind die Expression von 
MHC-Klasse II-Molekulen in Fibroblasten (Germain und Malissen, 
Ann. Rev. Immunol. 4 (1990), 281-315) sowie die Expression von 
loslichen MHC-Klasse II-Molekulderivaten ohne Membrananker in 
CHO-Zellen (Wettstein et al., J. Exp. Med. 174 (1991), 219- 
228, Buelow et al . , Eur. J. Immunol. 23 (1990), 69-76) und 
mittels des Baculovirus-Expressionssystems in Insektenzellen 
(Stern und Wiley, Cell 68 (1992), 465-477; Scheirle et al., J. 
Immunol. 149 (1992), 1994-1999). Auch MHC-Klasse I-Molekule 
wurden in CHO-Zellen (Fahnestock et al . , Science 258 (1992), 
1658-1662) in Insektenzellen (Jackson et al., Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 89 (1992), 12117-12120; Matsamura et al . , J. 
Biol. Chem. 267 (1992), 23589-23595) sowie in Fibroblasten 
(Mage et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89 (1992), 10658- 
10661) exprimiert. 

Weiterhin ist auch die Expression von peptidfreien MHC-Moleku- 
len in E.coli bekannt (Parker et al., Mol. Immunol. 29 (1992), 
371-378; Zhang et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89 (1992), 
8403-8407; Garboczi et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89 
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(1992), 3429-3433; Altman et al . , Proc. Natl. Acad. Sci . USA 
90 (1993), 10330-10334). Auf die in diesen Verof f entlichungen 
beschriebenen Techniken zur rekombinanten Expression von MHC- 
Molekiilen oder MHC-Molekiilderivaten wird fiir die vorliegende 
Erfindung Bezug genommen. 

Vorzugsweise ist der MHC-Bestandteil des erf indungsgemaSen 
Komplexes ein rekombinantes MHC-Molekul oder ein peptidbinden- 
des Derivat davon und besonders bevorzugt ein losliches MHC- 
Molekulderivat , bei dem der Membrananker teilweise oder voll- 
standig deletiert ist. 



Zur Identifizierung von MHC-Molekulen, welche das erfindungs- 
gemafie autoreaktive Peptid prasentieren, werden die Antigen 
prasentierenden Zellen eines Spenders mit dem erf indungsgema- 
Sen Peptid in markierter Form inkubiert, wobei vorzugsweise 
zuerst gebundene Peptide durch Denaturierung nativer MHC-Mole- 
kiile dissoziiert werden. Anschliefiend konnen die markierten 
MHC-Peptid-Komplexe mit Subtyp-spezif ischen Antikorpern, die 
gegen Framework- spezifische Determinanten der MHC-Molekiile 
gerichtet sind, immunprazipitiert und aufgrund des Vorhanden- 
seins der markierten Peptide identif iziert werden. 

Alternativ konnen als Antigen prasentierende Zellen auch EBV 
(Epstein-Barr-Virus) transf ormierte B-Zellen des Spenders ver- 
wendet werden. 



Die Herstellung der erf indungsgemafien Komplexe aus einem re- 
kombinanten MHC-Molekulderivat kann beispielsweise so erfol- 
gen, daE DNA-Fragmente fiir die loslichen Teile der or- und B- 
Ketten eines MHC-Molekuls, z.B. eines MHC-DR1- , DR2- oder DQ1- 
Molekiils durch PCR isoliert werden, wobei als Template cDNA 
aus einer EBV transf ormierten B-Zellinie des Spenders benutzt 
wird, welche das entsprechende MHC-Molekul exprimiert. Bei 
diesem Schritt wird vorzugsweise am C-Terminus der a- und der 
S-Kette durch entsprechende Auswahl des PCR-Primers eine Rei- 
nigungshilfe, z.B. ein Oligohistidinsegr r;t (z.B. ein Hexa- 
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Histidin-Segment) , eingefuhrt. Die PCR-Produkte konnen an- 
schlieSend in E.coli subkloniert und als Inclusion-Bodies 
exprimiert werden. Die Inclusion-Bodies konnen nach bekannten 
Verfahren (vgl. Literaturstellen zur Expression von MHC-Mole- 
kulen in E.coli, supra) solubilisiert und die MHC-Proteine 
mittels Metall-Chelat-Affinitatschromatographie gereinigt 
werden. AnschlieSend werden die a- und 6-Untereinheiten in 
Anwesenheit des Peptids renaturiert. 

Der erfindungsgemafie Peptid-MHC-Komplex kann auch eine wie 
oben beschriebene Markierungsgruppe tragen, wobei die Markie- 
rungsgruppe sowohi am Peptidbestandteil als auch am MHC-Be- 
standteil des Komplexes durch bekannte Methoden gebunden sein 
kann. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein 
oligomerisierter Peptid-MHC-Komplex, der mindestens 2 MHC- 
Molekule oder MHC-Molekulderivate enthalt, die tiber kovalente 
oder nicht -kovalente Wechselwirkungen assoziiert sind. Ein 
derartiger oligomerisierter Peptid-MHC-Molekul-Komplex hat 
gegenuber bekannten (beziiglich des MHC-Molekuls) monomeren 
Komplexen den Vorteil einer hoheren Affinitat und somit einer 
verbesserten diagnostischen oder/und therapeutischen Wirksam- 
keit . 



In einer Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung kann ein 
derartiger oligomerisierter Komplex durch kovalente Querver- 
netzung von monomeren Peptid/MHC-Molekul -Komplexen uber che- 
mische Kopplungsreagenzien, z.B. N-Succinimidyl-3 (2-pyridyl- 
thio)propionat, 3-Maleimidobenzoyl-N-hydroxy-succinimidester, 
Maleimidohexanoyl-N-hydroxy-succinimidester, Bis (maleimidome- 
thyl) ether, Disuccinimidylsuberat , Glutardialdehyd etc. nach 
bekannten Verfahren hergestellt werden. Gegebenenf alls konnen 
auch einzelne Aminosauren der Peptidkomponente oder der MHC- 
Komponente so verandert sein, daS spezielle Kopplungsreagen- 
zien an dieser Stelle bevorzugt angreifen. So lassen sich 
durch Einfiihrung von zusatzlichen Cystein- oder Lysin-Resten 
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auf rekombinantem Wege bei der Proteinkomponente bzw. durch 
chemische Synthese bei der Peptidkomponente Kopplungen uber 
SH-Linker bzw. uber Aminogruppen erzielen. 

In einer weiteren Aus fuhrungs form der vorliegenden Erfindung 
kann der oligomerisierte Peptid-MHC-Komplex so hergestellt 
werden, daS die an das MHC-Molekul bindende Peptidkomponente 
als Oligomer eingesetzt wird, d.h. als ein Peptidmolekiil, das 
mindestens 2 MHC-bindende Bereiche enthalt, wobei die fur die 
Bindung an das MHC-Molekul wichtigen Seguenzen durch Spacerre- 
gionen voneinander getrennt sind. Diese Spacerregionen beste- 
hen ublicherweise aus 10-15 Aminosauren. Man verwendet kleine, 
hydrophile Aminosauren, z.B. Glycin, Alanin, Serin, Prolin 
bzw. Kombinationen davon. Bei einer Renaturierung von peptid- 
freien MHC-Molekulen in Anwesenheit dieser Peptidoligomere 
entsteht der erf indungsgemafie oligomerisierte Komplex, der 
durch die oligomerisierte Peptidkomponente uber nicht-kova- 
lente Wechselwirkungen vernetzte MHC-Molekule enthalt. 

Weiterhin konnen oligomerisierte Peptid-MHC-Komplexe durch 
Modifikation rekombinant hergestellter MHC-Molekule erzeugt 
werden. So kann bei Herstellung der Vektoren fur die Expres- 
sion rekombinanter a- bzw. fi-Ketten von MHC-Klasse II-Moleku- 
len ein Gensegment, vorzugsweise jeweils am C-Terminus, ein- 
kloniert werden, das fur ein Epitop codiert, das von einem 
Antikorper erkannt wird. Dieser Antikorper kann vom IgG-Typ, 
vorzugsweise aber vom IgM-Typ sein. Die renaturierten monome- 
ren Peptid/MHC-Komplexe werden dann mit einem, das eingefuhrte 
Epitop erkennenden Antikorper inkubiert, so daS nicht-kovalent 
vernetzte Immunkomplexe, bestehend aus mehreren Antikorpern 
und mehreren Peptid-MHC-Komplexen, erzeugt werden. Die Ein- 
fuhrung von DNA-Segmenten, die fur ein Epitop codieren, in die 
fur die or- bzw. S-Kette des MHC-Molekiils codierenden DNA- Frag- 
ment e kann mittels bekannter molekularbiologischer Techniken 
erfolgen, z.B. durch Insertion in Restriktionsstellen oder 
durch zielgerichtete Mutagenese. 
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Der erfindungsgemafie oligomerisierte Peptid-MHC-Komplex ent- 
halt ein Peptid, das die Aminosauresequenzen (I) , (II) , (in) 
(IV) , (V) , (VI) , (VII) , Teilbereiche davon oder/und davon 
abgeleitete Aminosauresequenzen umfafct, oder ein Peptid-Deri- 
vat oder Peptidmimetikum davon. Der oligomerisierte Komplex 
kann vorzugsweise als diagnostisches oder therapeutisches 
Reagenz bei Typ I -Diabetes eingesetzt werden. 

Die Erfindung betrifft somit auch eine pharmazeutische Zusam- 
mensetzung, die ein Peptid, Peptid-Derivat , Peptidmimetikum 
oder/und einen Peptid-MHC-Komplex als aktive Komponente gege- 
benenfalls in Kombination mit pharmazeutisch ublichen Zusatz- 
stoffen enthalt. Die Zusammensetzung kann weiterhin eine ak- 
zessorische stimulierende Komponente enthalten, z.B. Cytokine 
wie IL-2 und IL-4 oder/und das Oberf lachenantigen B7 (Wyss- 
Coray et al . , Eur. J. Immunol. 23 (1993), 2175-2180; Freeman 
et al., Science 262 (1993), 909-911), das mit dem Oberflachen- 
molekul CD-28 auf einer T-Zelle binden kann. Die Anwesenheit 
der akzessorischen stimulierenden Komponente kann die thera- 
peutische Wirkung der Zusammensetzung verbessern oder/und 
modif izieren . 

Ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ferner die Ver- 
wendung einer pharmazeutischen Zusammensetzung, die ein Pep- 
tid, Peptid-Derivat, Peptidmimetikum oder/und einen Peptid- 
MHC-Komplex enthalt zur Herstellung eines Mittels fur die 
Diagnose von Erkrankungen oder einer Predisposition fur Er- 
krankungen, die das Immunsystem beeinf lussen, oder fur die 
Diagnose von Tumorerkrankungen oder einer Predisposition fur 
Tumorerkrankungen, insbesondere fur die Diagnose von Autoim- 
mune rkrankungen oder einer Predisposition fur Autoimmunerkran- 
kungen, z.B. Diabetes Typ I oder Typ II, vorzugsweise Diabetes 
Typ I. 

Analoge diagnostische Anwendungen sind jedoch auch bei anderen 
Autoimmunerkrankungen moglich. Beispiele derartiger Autoimmun- 
erkrankungen sind Multiple Sklerose, wo reaktive T-Zellen 
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gegen das Myelin Basic Protein oder das Proteolipid- Protein 
bestimmt werden konnen, rheumatoide Arthritis, wo reaktive T- 
Zellen gegen Kollagen Typ II, Cytokeratine und Hsp 65 bestimmt 
werden konnen, Basedow- Krankhe it , wo reaktive T-Zellen gegen 
Thyroidperoxidase bestimmt werden konnen. 

Allgemein ist die diagnostische Anwendung bei alien Erkrankun- 
gen moglich, die das Immunsystem beeinf lussen, wie z.B. auch 
bei der Arteriosklerose . Hier wurde eine Assoziation der 
Krankheit mit einer Immunantwort gegen das Heat Shock Protein 
Hsp 65 nachgewiesen (Xu et al., Lancet 341, 8840 (1993), 255- 
259) . 

Noch eine weitere Anwendung ist der diagnostische Nachweis von 
T-Zellen, die gegen Tumorantigene reagieren. Beispiele hierfur 
sind T-Zellen gegen ein Melanom-assoziiertes Antigen MAGE 1, 
die aus Melanompatienten isoliert wurden (van der Bruggen et 
al., Science 254 (1991), 1643-1647). Der Nachweis dieser T- 
Zellen kann mit erf indungsgemaSen oligomerisierten Komplexen 
schon in einem Stadium erfolgen, in dem der Tumor aufgrund 
einer noch zu geringen Zellmasse mit herkommlichen Methoden 
noch nicht nachweisbar ist. Ferner konnte der Nachweis von 
spezifisch reagierenden T-Zellen auch zur Verlauf skontrolle 
bei einer Anti-Tumorvakzinierung eingesetzt werden. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit 
ein Verfahren zur Bestimmung einer spezifischen T-Zell-Sub- 
population, welches dadurch gekennzeichnet ist, da£ man eine 
T-Zellen enthaltende Probe, die vorzugsweise aus einer Korper- 
fliissigkeit, z.B. Vollblut, stammt, mit einem erf indungsgema- 
Sen Peptid, Peptid-Derivat, Peptidmimetikum oder/und einem 
erf indungsgemaSen Komplex in Kontakt bringt und die Reaktion 
von T-Zellen mit dem Peptid oder Komplex bestimmt. Eine spezi- 
fische Reaktion von T-Zellen mit dem Komplex oder dem Peptid 
kann z.B. durch eine erhohte T-Zellenproliferation nachgewie- 
sen werden, die sich durch den Einbau von Radioaktivitat mes- 
sen laSt. Andererseits kann die Reaktion von T-Zellen auch 
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direkt durch Verwendung eines markierten Peptids oder Komple- 
xes bestimmt werden. Bei dieser Ausfiihrungsform werden das 
Peptid oder der Komplex vorzugsweise mit einer daran gekoppel- 
ten Fluoreszenzmarkierungsgruppe verwendet. Die Auswertung 
kann beispielsweise durch FACS-Analyse erfolgen, wobei die T- 
Zellen mit einem erst en Fluoreszenzmarker, der an einen T- 
Zell-spezifischen Antikorper gekoppelt ist, und dann mit dem 
Peptid- MHC-Komplex, der mit einem zweiten Fluoreszenzmarker 
gekoppelt ist, in Kontakt gebracht werden und das Vorhanden- 
sein von doppelmarkierten Zellen durch f luorographische Ana- 
lyse bestimmt wird. Auf diese Weise wird eine T-Zell-Subpopu- 
lation bestimmt, die durch ihre Reaktivitat mit einem erf in - 
dungsgemafien Peptid oder Peptid-Derivat oder/und mit einem 
erfindungsgemaSen Peptid -MHC-Komplex charakterisiert ist. 
Aufgrund der geringen Konzentration der spezifischen T-Zell- 
Population im Blut erfolgt als erster Schritt des Verfahrens 
vorzugsweise eine Selektion auf praaktivierte T-Zellen, z.B. 
eine selektive Anreicherung von IL-2-Rezeptor-positiven T- 
Zellen durch Inkubation mit IL-2 oder/und durch Inkubation mit 
IL-2-Rezeptor-Antikorper und anschlieSende Separation der 
Antikorper-bindenden Zellen beispielsweise mit immunmagneti- 
schen Methoden. Andererseits kann die Selektion auf praakti- 
vierte Zellen erst nach dem Kontakt der T-Zellen mit dem Pep- 
tid oder dem Komplex erfolgen. 

In einer Abwandlung dieses Verfahrens kann auch das Verhaltnis 
von praaktivierten autoreaktiven T-Zellen, d.h. T-Zellen mit 
dem IL-2-Rezeptor als Oberf lachenmarker, zu nicht-aktivierten 
autoreaktiven T-Zellen, d.h. T-Zellen ohne den IL-2-Rezeptor, 
bestimmt werden. 

Dieses Verfahren kann insbesondere zur Diagnose von Typ I- 
Diabetes, aber auch bei anderen das Immunsystem beeinf lussen- 
den Erkrankungen bzw. zur Diagnose einer Predisposition fur 
derartige Erkrankungen angewendet werden. 
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Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die 
Verwendung einer pharmazeutischen Zusammensetzung, die ein 
Peptid, Peptid-Derivat, Peptidmimetikum oder/und einen Pep- 
tid-MHC-Komplex enthalt, zur Herstellung eines Mittels fur die 
Therapie oder Prevention von Erkrankungen, die das Immunsystem 
beeinflussen. Zur therapeutischen Anwendung der erfindungs- 
gemafien Peptide und der erf indungsgemaSen Peptid-MHC-Komplexe 
konnen beispielsweise mit Toxinen gekoppelte Peptide oder 
Peptid-MHC-Komplexe verwendet werden, andererseits konnen aber 
auch Peptide alleine oder als Bestandteile des Komplexes ein- 
gesetzt werden, die zwar eine Bindung an den T-Zellrezeptor 
ermoglichen, aber keine Aktivierung der T-Zelle hervorrufen, 
d.h. die also anergisierend wirken. 

Die therapeutische Wirkung derartiger anergisierender Peptid- 
analoga beruht darauf , daS der T-Zellrezeptor (TCR) zur Akti- 
vierung der T-Zelle mit einem Peptid wechselwirken mu£, das 
von einem MHC-Antigen der Klasse I oder Klasse II prasentiert 
wird. Dabei sind insbesondere Aminosauren in Ankerpositionen 
des Peptids fur die Bindung an das MHC-Molekul verantwortl ich, 
wahrend andere Aminosauren im Peptid zur Wechselwirkung mit 
dem TCR beitragen und somit eine T-Zellstimulation hervorru- 
fen. Durch Aminosauresubstitutionen in den Peptiden konnen nun 
Peptidanaloga hergestellt werden, die aufgrund des Vorhanden- 
seins der Ankerpositionen noch an das MHC-Molekiil binden, 
andererseits aber nur eine partielle oder keine T-Zellaktivie- 
rung hervorrufen (vgl. z.B. Sloan-Lancaster et al., Nature 363 
(1993) , 156-159) . Z.B. konnen solche Peptidanaloga bewirken, 
daS die Expression bestimmter Oberf lachenmolekiile hochregu- 
liert wird (z.B. IL2-Rezeptor, LFA-1) , daS jedoch keine Proli- 
feration oder Cytokin-Expression erfolgt. T-Zellen, die mit 
einem solchen Peptidanalogon in Wechselwirkung treten, gehen 
in einen sogenannten anergen Zustand uber, d.h. sie konnen 
auch durch eine nachfolgende regulare Stimulation mit einem 
immunogenen Peptid nicht mehr proliferieren. Dieser anerge 
Zustand halt mindestens 7 Tage an und lafct sich deshalb thera- 
peutisch bei der Behandlung einer Autoimmunerkrankung nutzen. 
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Ein weiterer therapeutischer Aspekt der vorliegenden Erf indung 
besteht darin, daS das Peptid bzw. der Komplex aus Peptid und 
MHC-Molekul als Antigen verwendet werden kann. Ein derartiges 
Antigen kann dabei als Irnmunogen, d.h. als ein die Immunant- 
wort stimulierendes Mittel oder als Tolerogen wirken, d.h. als 
ein Mittel, das eine Immuntoleranz hervorruft. Die Verwendung 
als Irnmunogen kann z.B. bei der Vakzinierung gegen Tumoranti- 
gene Verwendung finden. Statt den bisher zu diesem Zweck ver- 
wendeten ganzen Tumorzellen ist es moglich, daS von den T- 
Zellen erkannte tumorspezif ische Peptide im Komplex mit dem 
entsprechehden MHC-Molekul, insbesondere in Form eines oligo- 
merisierten Komplexes, zu injizieren, urn eine T-Zell ant wort 
gegen den Tumor zu erzeugen. Zur Erhohung der Immunstimulation 
kann dieser Komplex auch in Kombination mit zusatzlichen sti- 
mulierenden Substanzen verabreicht werden. Zu diesem Zweck 
sind beispielsweise Cytokine, wie etwa IL2 oder IL4 geeignet, 
die gegebenenf alls und vorzugsweise kovalent mit dem erfin- 
dungsgemaSen Peptid-MHC-Komplex verknupft sind. Eine weitere 
Moglichkeit ist die Assoziierung des Komplexes mit akzessori-. 
schen Komponenten fur die T-Zellaktivierung, insbesondere mit 
fur Antigen prasentierenden Zellen essentiellen Oberf lachenmo- 
lekulen, z.B. dem Oberf lachenmolekiil B7. 

Eine bevorzugte therapeutische Formulierung ist der Einbau von 
mit Peptid beladenen MHC-Molekiilen in kunstliche Vesikel, z.B. 
Lipidvesikel, die gegebenenf alls noch weitere : ^embrangebundene 
Molekule tragen konnen, wie z.B. B7 oder/und immobilisierte 
Ci^tokine . 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die 
Isolierung von T-Zellsubpopulationen, die mit einem erfin- 
dungsgemaSen Peptid oder Peptid-MHC-Komplex reagieren. Bei 
einem solchen Verfahren bringt man eine T-Zellen enthaltende 
Probe, die z.B. aus einer Korperf lussigkeit stammt, die einem 
Patienten vorher entnommen wurde, mit einem erf indungsgemaSen 
Peptid oder einem erf indungsgemaSen Peptid-MHC-Komplex in 
Kontakt, identif iziert die mit dem Peptid oder Komplex reagie- 



WO 97/04085 



PCT/EP96/03093 



- 20 - 

renden T-Zellen und trennt sie gegebenenf alls von anderen T- 
Zellen ab. Auch hier kann vor oder/und nach dem Kontakt der T- 
Zellen mit dem Peptid oder dem Komplex vorzugsweise eine Se- 
lektion auf praaktivierte T-Zellen, d.h. T-Zellen mit dem IL- 
2-Rezeptor, erfolgen. 

Bei einem solchen Verfahren kann man das Peptid oder den Pep- 
tid-MHC-Komplex in immobilisierter Form auf einem Trager ver- 
wenden, wodurch die Abtrennung der posit iv reagierenden T- 
Zell- Population von anderen T-Zellen vereinfacht wird. Aus den 
auf diese Weise isolierten T-Zell-Subpopulatiorien konnen durch 
Restimulation T-Zellinien angelegt werden. Diese autoreaktive 
T-Zellinien konnen dann zur Immunisierung von Patienten ver- 
wendet werden. 

Eine spezifische Immuntherapie des Typ I-Diabetes umfaSt zu- 
nachst die Isolierung von spezifischen T-Zellinien gegen ein 
Autoantigen, z.B. GAD 65 aus IDDM- Patienten. Dann erf olgt eine 
Bestimmung der Feinspezif itat der T-Zellinien, d.h. . die Iden- 
tifizierung der autoreaktiven Peptide. Fur die spatere Inoku- 
lation der Patienten werden solche T-Zellinien ausgewahlt, die 
ein predominant es Peptid erkennen, d.h. ein Peptid, gegen das 
mehrere der isolierten T-Zellinien reagieren. Insbesondere 
handelt es sich dabei urn T-Zelllinien, welche ein Peptid mit 
den Aminosaureseguenzen (I), (II) , (III), (iv) , (v) , (VI) oder 
(VII) erkennen. 



Falls sich bei einem Patienten kein eindeutig pradominantes 
Peptid findet, miissen fur die spatere Inokulation mehrere T- 
Zellinien gernischt werden. Die ausgewahlten T-Zellklone werden 
vor der Inokulation nochmals mit Antigen-prasentierenden Zel- 
len und den entsprechenden Peptiden stimuliert, urn eine gute 
Expression von Aktivierungsmolektilen und insbesondere der T- 
Zellrezeptoren zu gewahrleisten. Dann werden die T-Zellinien 
inaktiviert, z.B. durch Hitzebehandlung oder/und radioaktive 
Bestrahlung, vorzugsweise mit einer Dosis im Bereich von 4000 
-10000 rad, besonders bevorzugt ca. 8000 rad, und subkutan in 
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einer Zellenzahl von vorzugsweise 10 7 bis 5 x 10 7 in den ?a- 
tienten, aus dem sie gewonnen wurden, injiziert. Ublicherweise 
werden mindestens drei Injektionen iiber einen Zeitraum von 6 
bis 12 Monaten verteilt. 

Anschliefcend kann man die T-Zellantwort des Patienten auf das 
Inokulat testen. Hierzu isoliert man die peripheren Blutlymp- 
hozyten (PBLs) des Patienten, z.B. iiber Ficoll -Dichte-Gradien- 
tenzentrifugation, und testet die Proliferation gegen das 
Inokulat in einem Standard-Prolif erationstest . Nach erfolg- 
reich verlaufender Immunisierung sollte eine deiitliche Proli- 
feration der Patienten- PBLs gegen das Inokulat nachweisbar 
sein. Eine weitere Kontrolle des Immunisierungserfolgs kan:i 
durch Bestimmung der Frequenzen der GAD-reaktiven T-Zellen des 
Patienten im Verlauf der Immunisierung erfolgen. Dies kann 
z.B. nach dem Standardverf ahr n der Limiting Dilution mit 
autologen Stimulatorzellen erfolgen, die nach Inkubation mit 
GAD mit z.B. 4000 rad bestrahlt worden sein. Bei erfolgreich 
verlaufender Immunisierung nimmt die Frequenz der autoreakti- 
ven T-Zellen deutlich ab. 

Nach weiterer Eingrenzung der von den regulatorischen T-Zellen 
erkannten Oberf lachenstrukturen auf den T-Zellen des Inokula- 
tes kann auch mit Teilstrukturen der regulatorischen T-Zellen 
immunisiert werden, z.B. mit Segmenten des T-Zellrezeptors . 

Andererseits konnen bei einer Antitumorvakzinierung auch tei- 
lungsfahige T-Zellen reinjiziert werden, die zu einer aktiven 
Immunisierung des Patienten gegen Tumorzellen fuhren konnen. 

Bei den diagnostischen und therapeutischen Verfahren zur Iden- 
tifizierung bzw. Aktivierung/Inhibierung von spezifischen T- 
Zellsubpopulationen kann anstelle der erf indungsgemafien Pep- 
tide oder Peptid-MHC-Molekiile auch ein anti-idiotypischer 
Antikorper verwendet werden, der die Wirkung des MHC-Peptid- 
Komplexes nachahmt. Derartige Antikorper konnen ohne. weiteres 
erhalten werden, indem eine gegen ein bestimmtes Peptid spezi- 
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fische T-Zellsubpopulation als Immunogen zur Erzeugung eines 
Antikorpers (z.B. in einer Maus) verwendet wird oder indem 
zuerst ein erster Antikorper gegen den MHC- Peptid -Komplex und 
dann ein anti-idiotypischer Antikorper gegen den ersten Anti- 
korper erzeugt wird. 

Ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit auch ein 
Antikorper (erster Antikorper) gegen ein erf indungsgemaEes 
Peptid oder Peptid-Derivat oder einen erf indungsgemafien Kom- 
plex, erhaltlich durch Immunisierung, mit dem Peptid, Peptid- 
Derivat oder Komplex und Gewinnung eines durch Immunisierung 
erzeugten Antikorpers, vorzugsweise eines durch das Verfahren 
von Kohler und Milstein oder Weiterentwicklungen davon herge- 
stellten monoklonalen Antikorpers. 

SchlieSlich betrifft die Erfindung auch einen anti-idiotypi- 
schen Antikorper gegen den ersten Antikorper, erhaltlich durch 
Immunisierung mit dem ersten Antikorper, der gegen das Peptid 
oder Peptid-Derivat oder den Komplex gerichtet ist, und Gewin- 
nung eines durch die Immunisierung erzeugten anti-idiotypi- 
schen Antikorpers . 

Noch ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist 
eine T-Zelle, die mit einem erf indungsgemaSen autoreaktiven 
Peptid, Peptid-Derivat oder Peptidmimetikum oder einem Komplex 
aus Peptid und MHC-Molekiil reagiert. Bevorzugte Beispiele sind 
T-Zellen, die von den T-Zellinien R.B., M.C., 24/31 oder 40/2, 
stammen oder eine aquivalente T-Zellrezeptor-Bindungsspezif i- 
tat aufweisen, d.h. ein von einem MHC-Molekiil prasentiertes 
Peptid oder Peptid-Derivat der Aminosauresequenzen (I), (II), 
(III), (IV), (V), (VI) oder/und (VII) oder/und Teilbereichen 
dieser. Aminosauresequenzen erkennen. Die T-Zellinie <GAD> 40/2 
wurde am 10.07.1996 bei der Deutschen Sammlung fur Mikroorga- 
nismen und Zellkulturen (DSMZ) , Mascheroder Weg lb, D 38124 
Braunschweig, gemalS den Vorschriften des Budapester Vertrags 
hinterlegt. Eine Eingangsbescheinigunc der Hinterlegunosstelle 
ist den Anmeldungsunterlagen als Anlage beigefvigt. 
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Beispiele fur bevorzugte T-Zellen weisen einen T-Zellrezeptor 
auf , der eine TCR-a-Kette mit einer der in Abb. 5 dargestell- 
ten CDR3-Regionen oder/und eine TCR-j8-Kette mit einer der in 
Abb. 6 dargestellten CDR3-Regionen umfaSt. Ebenfalls Gegen- 
stand der Erfinaung sind T-Zellrezeptoren, die eine zu den in 
Abbildung 5 oder 6 dargestellten CDR3-Regionen mindestens 
70 %, vorzugsweise mindestens 80 % und besonders bevorzugt 
mindestens 90 % homologe Aminosauresequenzen auf weisen. 

Noch ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist 
ein Polypeptid mit T-Zellrezeptoraktivitat , welches an ein 
erf indungsgemaSes Peptid, Peptid-Derivat , Peptidmimetikum oder 
einen ein solches enthaltenden MHC-Komplex bindet. Vorzugs- 
weise umfaSt ein erf indungsgemaSes Polypeptid eine TCR-a-Kette 
mit einer der in Abb. 5 dargestellten CDR3-Regionen oder einer 
dazu mindestens 70 % homologen Aminosauresequenz oder/und eine 
TCR-/?-Kette mit einer der in Abb. 6 dargestellten CDR3-Regio- 
nen oder einer dazu mindestens 70 % homologen Aminosaurese- 
quenz . 

SchlieSlich betrifft die vorliegende Erfindung auch die Ver- 
wendung von Peptiden aus GAD, insbesondere humaner GAD 65, 
davon abgeleiteten Peptid-Derivaten oder Peptidmimetika zur 
Herstellung eines Arzneimittels, das bei Verabreichung an 
Diabetes-Patienten zur Ausbildung einer Immuntoleranz f uhrt . 
Vorzugsweise werden hierfur Peptide der Aminosauresequenzen 
(I), (II), (III), (IV), (V), (VI), (VII) bzw. mit den in EP 95 
100 764.0 vorgeschlagenen Aminosauresequenzen, Teilbereiche 
dieser Peptide mit einer Lange von mindestens 6 Aminosauren 
oder/und Aminosauren mit einer im wesentlichen aquivalenten 
Spezifitat oder/und Affinitat der Bindung an MKC-Molekule wie 
die obengenannten Peptidsequenzen verwendet . Vorzugsweise 
haben die Peptide eine Lange von mindestens 8 Aminosauren, 
besonders bevorzugt eine Lange vcn 10 bis 25 Aminosauren. 

Grundlage dieser Erfindung sind Beobachtungen, die bei einer 
in vitro-Verwendung von Peptiden zur T-Zellstimulation gemacht 
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wurden. Wenn man namlich bereits etablierte T-Zellinien mit 
einem als reaktiv identif izierten Peptid, z.B. einem Peptid 
mit einer Lange von 2 0 Aminosauren, stimuliert, dann erfolgt 
eine Proliferation, die annahernd so hoch ist wie bei Verwen- 
dung des nativen Antigens, z.B. rekombinante humane GAD 65 kd. 
Wenn man die solchermaSen expandierten T-Zellen in einer zwei- 
ten Runde nach ca. 10 Tagen nochmals restimuliert , erhalt man 
eine viel schwachere proliferative Antwort als wenn in der 
ersten Runde das native Antigen verwendet wurde. Dieser Befund 
ist unabhangig davon, ob man bei der zweiten Runde wieder das 
Peptid Oder das native Antigen verwendet. Eine dritte Restimu- 
lation endet meistens in einem vollstandigen Absterben der T- 
Zellen, auch wenn als Antigen native GAD 65 kd verwendet wird. 

Fur diese Anwendungsf orm werden die Peptide in relativ hohen 
Dosierungen, vorzugsweise von 1 bis 100 mg, besonders bevor- 
zugt von 3 bis 30 mg und am meisten bevorzugt von 5 bis 10 mg 
pro kg Korpergewicht verabreicht. 

Weiterhin ist bevorzugt, daS nach der erstmaligen Verabrei- 
chung der Peptide, d.h. der Erstvakzinierung, mindestens noch 
eine zweite Vakzinierung und besonders bevorzugt noch minde- 
stens eine dritte Vakzinierung durchgeftihrt wird. Bei der 
zweiten und den gegebenenf alls folgenden Vakzinierungen werden 
vorzugsweise die bereits zur Erstvakzinierung verwendeten 
Peptide, komplette GAD oder/und ein die Sequenz der Peptide 
erthaltender Teil davon eingesetzt. Bei einer Mehrf achvakzi- 
nierung sind die Intervalle zwischen den einzelnen Vakzinie- 
rungen vorzugsweise jeweils von 5 bis 25 Tagen, besonders 
bevorzugt von 7 bis 14 Tagen. 

Weiter soli die Erfindung durch die folgenden Beispiele in 
Verbindung mit den Abbildungen 1, 2, 3A, 3B, 3C 4A, 4B, 5 und 
6 und den Seguenzprotokollen SEQ ID No. l bis 30 erlautert 
werden . 
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Abb. 1 zeigt autoreaktive Aminosauresequenzen gemafS EP 95 
100 764.0, 

Abb. 2 zeigt weitere autoreaktive Aminosauresequenzen gemaS 
s EP 95 100 764.0, 

Abb. 3A zeigt das Ergebnis eines Peptid-Screeningassays der 
T-Zellinien R.B . und M.C. mit rekombinanter humaner 
GAD bzw. Peptidpools, 

10 

Abb. 3B zeigt das Ergebnis eines Prolif erationsassays mit 
der T-Zellinie R.B. mit Einzelpeptiden aus rGAD, 

Abb. 3C zeigt das Ergebnis eines Prolif erationsassays mit 
15 der T-Zellinie M.C. mit Einzelpeptiden aus rGAD, 

Abb. 4A zeigt das Ergebnis eines Peptid-Screeningassays der 
T-Zellinie 24/31 mit rekombinanter humaner GAD bzw. 
Peptidpools, 

20 

Abb. 4B zeigt das Ergebnis eines Prolif erationsassays mit 
der T-Zellinie 24/31 mit Einzelpeptiden aus GAD, 

Abb. 5 zeigt das Ergebnis der Sequenzierung von TCR-a-Ket- 
2 5 ten aus Klonen der T-Zellinien 40/2 und 24/31, 

Abb. 6 zeigt das Ergebnis der Sequenzierung von TCR-/?-Ket- 
ten aus Klonen der T-Zellinien 40/2 und 24/31. 

30 SEQ ID No. 1-7 zeigen die erf indungsgemaSen autoreaktiven 

Aminosauresequenzen (I) - (VII) , 

SEQ ID No. 8-11 zeigen die autoreaktiven Aminosauresequenzen 

gemafi Abb. 1, 



35 



SEQ ID No. 12-28 zeigen die autoreaktiven Aminosauresequenzen 

gemaS Abb. 2, und 
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SEQ ID No. 29-30 zeigen weitere autoreaktive Aminosauresequeu- 

zen gemaS EP 95 100 764.0. 

BEISPIEL 1 

Etablierung von GAD-spezif ischen T-Zellinien 

1 . Primarstimulation 

Durch Ficoll-Dichtegradienten-Zentrifugation werden aus EDTA- 
Blut von Typ I-Diabetikern die peripheren Blut-Lymphozyten 

(PBLs) gewonnen. Die Zellen werden 2 mal in RPMI -Medium gewa- 
schen und dann in einem Kulturmedium, bestehend aus RPMI 1640, 
5 % Humanserum, 2 mM Glutamin und 100 U/ml Penicillin und 
100 /xg/ml Streptomycin, aufgenommen. Pro Napf einer 96 Napf 
Rundboden-Platte werden 100 /xl Zellsuspension, entsprechend 
100000 Zellen, eingesat . Danach erfolgt die Zugabe von rekom- 
binanter humaner GAD 65 kd (rGAD) , die im Baculovirus- System 
exprimiert wurde, in einer Endkonzentration von 3 bis 5 /xg/ml. 
Die Zellen werden 3-4 Tage im Blutschrank bei 37°C/7 % C0 2 
inkubiert. Nach diesem Zeitraum erfolgt Zugabe von 100 /xl IL-2 

(5 U/ml) . Nach weiteren 3-4 Tagen werden von alien Kulturan- 
satzen 100 /xl abgesaugt und wiederum 100 /xl IL-2 (5 U/ml) zu- 
gegeben. Dies wird alle 3-4 Tage wiederholt. 

2 . Restimulation 

Am Tag 14 nach dem Beginn der Primarstimulation erfolgt die 
erste Restimulation. Hierfiir wird im Vergleich zur Primarsti- 
mulation die doppelte Anzahl von autologen PBLs mittels Ficoll 
isoliert und in Kulturmedium auf eine Zellkonzentration von 
2 x 10 6 /ml eingestellt. Eine Halfte dieser Stimulatorzellen 
wird mit dem Antigen rGAD (Endkonzentration 3 bis 5 /xg/ml) fur 
2Stunden/37°C/7 % C0 2 inkubiert (Antigen-Pulse) . Die andere 
Halfte wird unter gleichen Bedingungen ohne Antigen, nur mit 
Kulturmedium inkubiert. AnschlieSend werden alle Stimulator- 
zellen mit 4000 rad bestrahlt. Die Stimulatorzellen werden 
dann in 96 Napf Rundbodei?- Plat ten verteilt (je 100000 Zellen/ 
Napf) und zwar so, daS immer ein Napf mit Antigen enthaltenden 
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Stimulatorzellen benachbart zu einem Loch mit Stimulatorzellen 
ohne Antigen zu liegen kommt. 

AnschlieSend erfolgt die Preparation der T-Zellen aus den 
Primarstimulationsansatzen. Hierfur werden die Uberstande aus 
den Primarstimulationsansatzen abgesaugt und die Zellen in den 
Platten zweimal mit je 100 fil Waschmedium (Dulbeccos Modified 
Eagle Medium = DMEM) gewaschen. Dazwischen werden die Zellen 
in den Platten bei 4 00 g zentrif ugiert . Anschliefiend werden 
die Zellen in je 100 /il Kulturmedium aufgenommen und je 50 fil 
auf zwei benacbbarte Napfe der Restimulations-Platte verteilt. 
Auf diese Weise werden die T-Zellen in einem Napf mit Antigen 
inkubiert und im benachbarten Napf ohne Antigen kann die Anti- 
gen-Spezif itat der Restimulation kontrolliert werden. 

Ab dem 2. oder 3. Tag nach dem Beginn der Restimulation kann 
die Proliferation mikroskopisch beurteilt werden. Dabei werden 
nur solche Mikrokultur-Parchen als relevant angesehen, bei 
denen nur im Napf mit Antigen-Anwesenheit Proliferation er- 
folgt. Ab Tag 4 wird wiederum zu jedem Kultur-Napf 100 fil IL-2 
(5 U/ml) zugegeben. Bis zum Tag 14 wird alle 3-4 Tage ca. 50 % 
des Kulturmediums gegen IL-2 (5 U/ml) ausgetauscht . 

Bei gutem Wachstum werden die Kulturen auf mehrere 96er Napfe 
aufgeteilt. Bei spateren Restimulationen kann auch in groSere 
Napfe aufgeteilt werden. Alle 2 Wochen erfolgt eine erneute 
Restimulation nach der oben beschriebenen Methode. Ab der 3. 
Restimulation wird die Spezifitat der Mikrokulturen in ein m 
Proliferationstest ermittelt. 

3 . Proliferationstest mit rekombinanter humaner GAD 65 kd 

Alle Tests werden mindestens in Doppel-Ansatzen durchgef uhrt . 

a) Stimulator-Zellen: 

Als Stimulatorzellen (APC) werden autologe PBLs oder in 
den HLA-Klasse II Antigenen identische PBLs eines norma- 
len Spenders verwendet. Die PBLs werden in einer Zahl von 
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100000 pro Loch einer 96 Napf-Platte verteilt und mit 
rGAD in einer Endkonzentration von 3 bis 5 /xg/ml ver- 
setzt. In Kontrollansatzen wird statt Antigen ein glei- 
ches Volumen an Medium vorgegeben. Nach Inkubation von 
2 h bei 37° C und 7 % C0 2 werden die Stimulatorzellen mit 
4000 rad bestrahlt. 

b) T-Zellen 

Die verwendeten T-Zellen stammen itamer aus der AbschluS- 
phase einer Restimulationsperiode . Sie werden 3 mal mit 
DMEM von Antigen und IL-2-freigewaschen und mit 6000 bis 
10000 Zellen/96er Napf verteilt. 

Nach 3-4 Tagen bei 37°C/7 % C0 2 erfolgt die Zugabe von 
1 /xCi 3 H-Thymidin und we it ere Inkubation fur 16-20 Stun- 
den. Banach erfolgt das Ubertragen der Zellen auf einen 
Glasfaserf ilter mittels eines Zell-Ernte Gerates und die 
Bestimmung der eingebauten Radioaktivitat im fi-Zahlgerat . 
Die Proliferationsaktivitat der T-Zellinien wird mittels 
eines Stimulationsindex (SI) ausgedriickt. Die:: ist der 
Quotient aus den cpm in Anwesenheit von rGAD dividiert 
durch die cpm in den Kontrollansatzen ohne Antigen. Abb. 
3A (Saule rGAD) zeigt ein typisches Ergebnis eines Proli- 
ferationstests mit rGAD und den Linien R.B. und M.C. 

4. Proliferationstest mit Teptiden, die aus der H-GAD 65 kd 
Seguenz abgeleitet sind 

T-Zellinien, die uber mindestens 4 Restimulationsrunden expan- 
diert wurden und mit rGAD im Proliferationstest reagierten, 
wurden zusatzlich mit iiberlappenden Peptiden der rGAD gete- 
stet. Diese Experimente haben zum Ziel, die von den T-Zellen 
erkannten Epitope der rGAD zu definieren. Dazu werden zunachst 
sich uberlappende 20 mer Peptide der rGAD synthetisiert (Uber- 
lappungsbereich 10 Aminosauren, insgesamt 59 verschiedene 
Peptide) . 
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Jeweils 4-5 dieser Peptide werden zu einem Pool vereinigt und 
in einer Endkonzentration von 5 /xg/ml zu den Stimulatorzellen 
gegeben ( Preparation der Stimulatorzellen wie unter Abschnitt 
3a beschrieben)'. 

Danach erfolgt die Zugabe von 6000-20.000 T-Zellen pro Mikro- 
kultur-Napf. Das weitere Verfahren ist analog dem unter Ab- 
schnitt 3b beschriebenen. 

Abbildung 3A zeigt die Ergebnisse dieses Peptid-Screeningas- 
says. Die T-Zellinie R.B. reagiert mit dem Peptidpool, der den 
rGAD-Sequenzabschnitt 46-115 enthalt, wahrend die T-Zellinie 
M.C. Peptide aus dem Sequenzabschnitt 216 - 285 erkennt. In 
Abbildung 3B bzw. 3C sind die Reaktivitaten der T-Zellinie R.B 
bzw. M.C. mit den Einzelpeptiden des jeweiligen Peptidpools 
dargestellt. Die Linie R.B. reagiert ausschlieSlich mit dem 
Peptid p86-105, wahrend die Linie M.C. fur das Peptid p246 - 
265 spezifisch ist. Bei diesen Prolif erationstests wurden die 
Peptide in einer Konzentration von 3 /xg/ml eingesetzt. 

Abb. 4A zeigt das Ergebnis eines weiteren Peptid-Screening- 
tests mit der T-Zellinie 24/31. Diese T-Zellinie reagiert 
spezifisch mit den Peptidpools 1, 4 und 11. in Abb. 4B sind 
die Reaktivitaten dieser T-Zellinie mit den Einzelpeptiden aus 
diesen Pools dargestellt. Daraus laSt sich ableiten, daS die 
T-Zellinie 24/31 mit den Peptiden pl66-185 und pl76-195 rea- 
giert . 

BEISPIEL 2 

Bestimmung des Subtyps von MHC-Molekiilen, die den T-Zellinien 
R.B. und M.C. autoreaktive Peptide prasentieren 

Die Versuchsdurchfuhrung erfolgte analog dem Beispiel 1.4. Als 
Antigen-prasentierende Zellen wurden allerdings keine autolo- 
gen PBLs verwendet, sondern Epstein Barr Virus transf ormierte 
B- Zellen mit definierten MHC-Allelen (sogenannte homozygote 
Typisierungszellinien) . Diese wurden so ausgewahlt, daS nur 
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eine teilweise liber e ins timmung mit den MHC-Klasse II Molekiilen 
des Spenders der T-Zellinien gegeben war, z.B. Identitat in 
den DR-Allelen, Nichtidentitat bezuglich der DQ- Allele . In 
Abweichung vom beschriebenen Beispiel 1.4 wurden die Peptide 
nach dem Antigenpulse ausgewaschen, um eine Autoprasentation 
durch die T-Zellen zu vermeiden. 



Die Ergebnisse dieses Tests sind in Tabelle 1 dargestellt. Die 
T-Zellproliferation ist als Stimulations index (SI) ausge- 
druckt . 

Das Ergebnis dieser Analyse ist bei der T-Zellinie R.B. ein- 
deutig. Nur wenn die Antigen-prasentierenden Zellen das Peptid 
P86-106 in Assoziation mit DRB1*0101 prasentieren, erfolgt 
eine Stimulation der T-Zellen. Andere DR-Allele konnen das 
Peptid nicht prasentieren, eine Beteiligung des DQ-Alleles 
DQB1*0501 konnte ausgeschlossen werden (siehe Ergebnis mit den 
antigenprasentierenden Zellen MZ070782) . Somit ist DRB1*0101 
das Restriktionselement fur die T-Zellinie R.B. Fur die T- 
Zellinie M.C. konnte das Restriktionselement durch diese Art 
der Analyse nicht im Detail aufgeklart werden, da das DR-Allel 
DRB1*1501 und das DQ-Allel DQB1*0602 in der kaukasischen Be- 
volkerung eng gekoppelt vorliegen. Die Analyse ergab eine 
Presentation des Peptids entweder iiber die DR-Allele DRB1*1501 
bzw. 1601 oder uber das DQB1*0602 Allel . 
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BEISPIEL 3 

Identif izierung- des autoreaktiven Peptids p556-p575 

Analog dem in Beispiel 1.4 beschriebenen Verfahren wurde ein 
Screening nach weiteren autoreaktiven Peptiden aus der humanen 
GAD 65 kd durchgef iihrt . Dabei wurde gefunden, da£ die T- 
Zellinie 40/2 rait einem einzigen Peptidpool reagiert. Bei 
einer Untersuchung der Einzelpeptide dieses Peptidpools wurde 
festgestellt, daE die T-Zellinie 40/2 ausschlieElich rait dem 
Peptid p556-575 reagiert. 

Zur Bestimmung des Isotyps von MHC-Molekulen, die das autore- 
aktive Peptid p556-575 prasentieren, wurden autologe PBL mit 
raonoklonalen Antikdrpern, welche HLA-DR, HLA-DQ und HLA-Klasse 
I-Molekule erkennen, vorinkubiert . Dann erfolgte die Zugabe 
von Peptid p556-575. Nach einer Zwischeninkubation von 3 h 
wurden die T-Zellen zugegeben und ein Prolif erationstest 
durchgef iihrt. Dabei wurde gefunden, da£ eine signifikante 
Inhibition der Prof if eration nur in Anwesenheit desjenigen 
monoklonalen Antikorpers, der HLA-DR erhennt, erfolgt. Da der 
Patient, aus dem die T-Zellinie 40/2 entwickelt wurde, homozy- 
got das Allel DR Bl*0401 exprimiert, ist dieses somit als 
Restriktionselement identif iziert . 

BEISPIEL 4 

I dent if izierung von T-Zellrezeptoren (TCR) 

Zur Identif izierung und Seguenzierung von GAD-spezif ischen TCR 
wurde aus T-Zellen Gesamt-RNA isoliert. Hierzu wurden die 
Zellen in Suspension mit PBS gewaschen und das Zellpellet mit 
0,2 ml RNAzol-B pro 1 x 10 6 Zellen resuspendiert . Nach mehr- 
f achem mechanischen Resuspendieren der Lysate und gegebenen- 
falls Zugabe von Hefe tRNA als Tragermatrix erfolgte die RNA- 
Extraktion durch Zugabe von 0,2 ml Chloroform pro 2 ml Homoge- 
nisat, nachfolgendem Mischen fur 15 sek. und 5-minutiger Lage- 
rung auf Eis. 
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Nach einem Zentrif ugationsschritt von 12.000 g fur 15 min. 
wurde die wassrige Phase abgenommen und in ein neues Reak- 
tionsgefaJS xiberfuhrt. Die erste Prazipitation der RNA erfolgte 
durcn Zugabe eines identischen Volumens Isopropanol und an- 
schlieSender Lagerung fur mindestens 15 min. bei 4 °C. Nach 
Zentrifugation fur 15 min. bei 12.000 g und 4 °C wurde die RNA 
als Pellet am Grund des GefaSes erhalten. 

Nach Verwerfen des Uberstandes wurde das RNA-Pellet durch 
kurzes Mischen in 75 % Ethanol von Salzen gereinigt. Nach 
Zentrifugation (7.500 g, 4 °C, 8 min.) wurde das Pellet in 
100 fil mit Diethylpyrocarbonat (DEPC) behandeltem Wasser ge- 
lds t und mit 250 pi Ethanol und 10 fil 2M NaCl fur mindestens 
1 h bei -20 °C erneut prazipitiert . Die Zentrifugations- und 
Waschschritte nach der zweite Prazipitation erfolgten wie bei 
der ersten Fallung beschrieben. Nach Luf ttrocknung des Pellets 
wurde die RNA in H 2 0-DEPC resuspendiert . 

Aus der RNA wurde durch reverse Transkription cDNA syntheti- 
siert. Hierzu wurden ca. 3 \iq Gesamt-RNA mit 3 0 ng p-CaST (ein 
fur die TCR-a-Kette spezifischer Primer mit der Sequenz 5'-CAC 
TGA AGA TCC ATC ATC TG-3') und 30 ng p-C/3ST (ein fur die 0- 
Kette spezifischer Primer mit der Sequenz 5' -TAG AGG ATG GTG 
GCA GAC AG-3') in einem Reaktionsvolumen von 10 fil fur 10 min. 
bei 55 °C inkubiert. Anschliefiend wurden 38 /xl RAV-2-RT-Puf f er 
(100 mM Tris-HCl pH 8,3; 140 mM KC1; 10 mM MgCl 2 ; 2 mM Di- 
thiothreitol, jeweils 0,1 mM dNTP) , 1 fil (0,75 U) rRNasin und 
1 fil (18 U) reverse Transkriptase zupipettiert . Die reverse 
Transkription erfolgte fur 90 min. bei 42 °C, gefolgt von 
einem Denaturierungsschritt bei 68 °C fur 5 mir. . Die Lagerung 
bis zum Verbrauch erfolgte bei -80 °C. 

AnschlieSend wurde eine Polymerase -Kettenreakt ion (PCR) druch- 
gefuhrt. Mit Hilfe von 5' -f amilienspezif ischen Primern fur die 
variablen Domanen der or- und /3-Ketten wurde durch das Auftre- 
ten eines Arplifikats angezeigt, ob die entsprechende V-Fami- 
lie exprimiert wird oder nicht. Die 3 '-Primer lagen in der 
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konstanten Domane und waren bei alien a- bzw. /3-Ansatzen 
gleich. Ein Kontrollamplif ikat , welches in der konstanten 
Domane liegt und nicht mit dem spezifischen Amplif ikations- 
produkt uberlappt, zeigt an, ob die PCR-Reaktion in diesem 
5 Ansatz funktioniert hat und konnte zur semiquantitativen Be- 
stimmung der V-f amilienspezif ischen Expression dienen. 

Die Primer wurden auch biotinyliert eingesetzt, urn eine nach- 
folgende Aufreinigung der PCR-Produkte durch Kopplung an eine 
io magnetische partikulare Festphase (Streptavidin-beschichtete 
Beads) zu ermoglichen. 

Die PCR wurde unter Verwendung einer thermostabilen DNA-Poly- 
merase mit folgendem Reakt ions schema durchgef uhrt : 

15 

94 °C 4 min. Pradenaturierung 
94 °C 30 sek. DNA-Denaturierung 
56 °C 30 sek. Annealinig 
72 °C 1 min. Extension 
20 72 °C 5 min. Auffullen aller Einzelstrange in der Reakt ions - 

losung (nur am Ende) 

Die Anzahl von Reaktionszyklen bei der PCR war in der Regel 
35. 

25 

Die auf diese Weise erhaltenen PCR-Fragmente wurden sequen- 
ziert . 

Die 4 unabhangig isolierten GAD-spezif ischen T-Zellklone des 
30 Patienten 24: 24/31#l/l, 24/31#l/4 / 24/31#9, 24/31#PF7 expri- 
mieren alle den gleichen TCR. Dieser setzt sich zusammen aus: 
Vor8 (AV8S1A1) und VjS5 (BV5S1A1T) . Auch die verwendeten J-Gen- 
segmente und die CDR3 -Regionen sind identisch. 

35 Der T-Zellklon 40/2#20 des Patienten 40 exprimiert 2 or-Ketten, 
namlich Va2 (AV2S1A2) und Va21 (ADV21S1A1) und eine VjS-Kette, 
Vj82 (BV2S1A4T) . 
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In Abb. 5 und 6 sind die Sequenzdaten der CDR3-Regionen aus 
den TCR-a- bzw. TCR3-/3-Ketten gezeigt. 

Die vollstandigen Seguenzen der TCR konnen mit Hilfe bekannter 
s Sequenzen aus der GENBank/EMBL-Datenbank ohne weiteres be- 
stimmt werden. Die jeweiligen Zugrif f snummern (Accession num- 
bers) sind wie folgt: 



Va8 (AV8S1A1) 
io Va2 (AV2S1A2) 
Va21 (ADV21S1A1) 



X04954/M13734 

M17652 

M15565 



V/35 (BV5S1A1T) 
V/32 (BV2S1A4T) 



X04954 
M11954 



15 
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SEQUENZPROTOKOLL 
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(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Boehringer Mannheim GmbH 

(B) STRASSE: Sandhofer Str. 112-132 

(C) ORT: Mannheim 

(E) LAND: DE 

(F) POSTLEITZAHL: 68305 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG : Autoreaktive Peptide aus der humanen 
Glutamin-Decarboxylase (GAD) 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 30 

(iv) COMPUTER-LESBARE FASSUNG: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSS YSTEM : PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 

(vi) DATEN DER URANMELDUNG: 

(A) ANMELDENUMMER: DE 19525784.7 

(B) ANMELDETAG: 14-JUL-1995 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 20 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(xi) SEQDENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 

Asp Val Asn Tyr Ala Phe Leu His Ala Thr Asp Leu Leu Pro Ala Cys 
1 5 10 15 

Asp Gly Glu Arg 
20 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 20 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

Ser Asn Met Tyr Ala Met Met lie Ala Arg Phe Lys Met Phe Pro Glu 
15 10 15 
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Val Lys Glu Lys 
20 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 20 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 

Asn Trp Glu Leu Ala Asp Gin Pro Gin Asn Leu Glu Glu He Leu Met 
15 10 15 

His Cys Gin Thr 
20 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 20 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(.:i) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 

Thr Leu Lys Tyr Ala He Lys Thr Gly His Pro Arg Tyr Phe Asn Gin 
1 5 10 * 15 

Leu Ser Thr Gly 
20 

(. ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 20 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 

Pro Arg Tyr Phe Asn Gin Leu Ser Thr Gly Leu Asp Met Val Gly Leu 
- 5 10 15 

Ala Ala Asp Trp 
20 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID ..O: 6: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 20 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(xi) S EQUENZ BES CHREI BUNG : SEQ ID NO: 6: 

Thr Tyr Glu He Ala Pro Val Phe Val Leu Leu Glu Tyr Val Thr 

Lys Lys Met Arg 
20 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 7: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 20 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7: 

Phe Phe Arg Met Val He Ser Asn Pro Ala Ala Thr His Gin Asp He 
1 5 10 15 

. Asp Phe Leu He 
20 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 8: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 14 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8: 

lie Leu He Lys Cys Asp Glu Arg Gly Lys Met He Pro Ser 
A 5 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 9: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 14 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9: 

Leu Gly He Gly Thr Asp Ser Val He Leu He Lys Cys Asp 
1 5 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 10: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 14 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10: 

Leu Ala Phe Leu Gin Asp Val Met Asn He Leu Leu Gin Tyr 
1 5 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 11: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 14 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 11: 

Tyr Asp Leu Ser Tyr Asp Thr Gly Asp Lys Ala Leu Gin Cys 
1 5 .10 

(. . ANGABEN ZU SEQ ID NO: 12: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 14 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 12: 

V«l ser Tyr Gin Pro Leu Gly Asp Lys Val Asn PLe Phe 

1 ... 5 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 13: 
(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 



WO 97/04085 - 40 - PCT/EP96/03093 

(A) LANGE: A . Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13: 

Leu Ala Ala Asp Trp Leu Thr Ser Thr Ala Asn Thr Asn Met 
15 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 14: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 14 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 14: 




(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 15: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 14 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 15: 

Val Asn Tyr Ala Phe Leu His Ala Thr Asp Leu Leu Pro Ala 
15 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 16: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 14 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 16: 

Leu Leu Gin Tyr Val Val Lys Ser Phe Asp Arg Ser Thr Lys 

5 10 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 17: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) lange: 14 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 17: 

Phe Thr Tyr Glu lie Al- Pro Val Phe Val Leu Leu Glu Tyr 
1 5 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 18: 

(J.) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 14 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 18: 

Leu Glu Tyr Val Thr Leu Lys Lys Met Arg Glu He He Gly 
1 5 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 19: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 14 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 19: 

Asn Met Tyr Ala Met Met He Ala Arg Phe Lys Met Phe Pro 
1 5 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 20: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

.A) LANGE: 14 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 20: 

Lys He Trp Met His Val Asp Ala Ala Trp Gly Gly Gly Leu 
1 5 io 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 21: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 14 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 21: 

Trp Gly Gly Gly Leu Leu Met Ser Arg Lys His Lys Trp Lys 
1 5 io 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 22: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 14 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 22. 

Glu Gly Tyr Glu Met Val Phe Asp Gly Lys Pro Gin His Thr 
1 5 10 

(2) ANGABEN' ZU SEQ ID NO: 23: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 14 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 23: 

Arg Tyr Phe Asn Gin Leu Ser Thr Gly Leu Asp Met Val Gly 
1 5 io 

(2) ANGA3EN ZU SEQ ID NO: 24: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 14 Aminosauren 

(B) ART: Aainosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 24: 

Trp Leu Thr Ser Thr Ala Asn Thr Asn Met Phe Thr Tyr Glu 
15 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 25: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 14 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 25: 

Thr Ala Asn Thr Asn Met Phe Thr Tyr Glu lie Ala Pro Val 
15 10 

U, ANGABEN ZU SEQ ID NO: 26: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 14 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 



xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 26: 

Leu Val Ser Ala Thr Ala Gly Thr Thr Val Tyr Gly Ala Phe 
1 5 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 27: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 14 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 27: 

Tyr lie Pro Pro Ser Leu Arg Thr Leu Glu Asp Asn Glu Glu 
1 5 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 28: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 14 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
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(C) STRANGFOkM : 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 28: 

Val He Ser Asn Pro Ala Ala Thr His Gin Asp He Asp Phe 
± 5 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 29: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 



15 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 29: 

Gly Met Ala Ala Leu Pro Arg Leu He Ala Phe Thr Ser Glu His Ser 

10 

His Phe Ser Leu Lys Lys Gly Ala Ala 
20 25 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 30: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 20 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 30: 

Glu Arg Gly Lys Met lie Pro Ser Asp Leu Glu Arg Arg lie Leu Glu 

5 10 15 

Ala Lys Gin Lys 
20 



WO 97/04085 



- 45 - 



PCT/EP96/03093 



Patentansp ruche 

Peptid oder Pept id-Deri vat , umfassend: 

(a) die Aminosauresequenz (I) 
D-V-N-Y-A-F-L-H-A-T-D-L-L-P-A-C-D-G-E-R, 

(b) die Aminosauresequenz (II) 
S-N-M-Y-A-M-M-I-A-R-F-K-M-F-P-E-V-K-E-K, 

(c) die Aminosauresequenz (III) 
N-W-E-L-A-D-Q-P-Q-N-L-E-E-I-L-M-H-C-Q-T, 

(d) die Aminosauresequenz (IV) 
T-L-K-Y-A-I-K-T-G-H-P-R-Y-F-N-Q-L-S-T-G, 

(e) die Aminosauresequenz (V) 
P-R-Y-F-N-Q-L-S-T-G-L-D-M-V-G-L-A-A-D-W, 

(f) die Aminosauresequenz (VI) 
T-Y-E-I-A-P-V-F-V-L-L-E-Y-V-T-L-K-K-M-R, 

(g) die Aminosauresequenz (VII) 
F-F-R-M-V-I-S-N-P-A-A-T-H-Q-D-I-D-F-L-I, 

(h) Teilbereiche der in (a) , (b) , (c) , (d) , (e) , (f ) 
oder/und (g) dargestellten Aminosauresequenzen mit 
einer Lange von mindestens 5 Aminosauren oder/und 

(i) Aminosauresequenzen, die eine im wesentlichen aqui- 
valente Spezif itat oder/und Af finitat der Bindung an 
MHC-Molekule wie die in (a) , (b) , (c) , (d) , (e) , 
(f ) , (g) oder/und (h) dargestellten Aminosaurese- 
quenzen zeigen. 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 
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2. Peptid oder Peptid-Derivat nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS es eine Lange von mindestens 8 Aminosauren auf weist . 

3. Peptid oder Peptid-Derivat nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ es eine Lange von mindestens 10 Aminosauren auf weist. 

4. Peptid oder Peptid-Derivat nach einem der Anspruche 1 bis 
3, 

dadurch gekennzeichnet , 

daS es eine Lange von bis zu 25 Aminosauren aufweist. 

5. Peptid oder Peptid-Derivat nach einem der Anspruche 1 bis 
4, 

dadurch gekennzeichnet , 

daS es eine Markierungsgruppe tragt. 

6 . Peptidmimetikum, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS es eine im wesentlichen aquivalente Spezifitat oder/ 
und Aff initat der Bindung an MHC-Molekule wie ein Peptid 
oder Peptid-Derivat nach einem der Anspruche 1 bis 5 
aufweist . 

7. Komplex, der mindestens ein Peptid oder Peptid-Derivat 
nach einem der Anspruche 1 bis 5 oder ein Peptidmimetikum 
nach Anspruch 6 umf aSt , das an ein MHC-Molekul oder ein 
peptidbindendes Derivat eines MHC-Molekuls gebunden ist. 

8. Komplex nach Anspruch 7, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS er ein MHC-Klasse II-Molekiil oder ein peptidbindendes 
Derivat davon umfafit. 
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9. Komplex nach Anspruch 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS das MHC-Klasse II-Molekul den Typ DR1 , DR2, DR4 oder 
DQ6 aufweist. 

10. Komplex nach Anspruch 9, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS das MHC-Klasse II-Molekul den Subtyp DR Bl*0101, DR 
Bl*1501, DR 61*1502, DR 31*1601, DR B5*0101, DR 61*0401, 
oder DQ Bl*0602 aufweist. 

11. Komplex nach einem der Anspriiche 7 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS er ein rekombinantes MHC-Molekiil oder ein peptidbin- 
dendes Derivat davon umf afit . 

12. Komplex nach Anspruch 11, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS er ein losliches peptidbindendes Derivat eines MHC- 
Molekiil s umfafit. 

13. Komplex nach einem der Anspriiche 7 bis 12, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi er eine Markierungsgruppe tragt. 

14. Komplex nach einem der Anspriiche 7 bis 13, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS er mindestens 2 MHC-Molekiile oder MHC-Molekiilderivate 
enthalt, die iiber kovalente oder nicht-kovalente Wechsel- 
wirkungen assoziiert sind. 

15 . Komplex nach Anspruch 14 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daS er durch chemische Kopplungsreagenzien quervernetzte 
Peptid-MHC-Molekul-Komplexe enthalt . 
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16. Komplex nach Anspruch 14, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi er durch eine oligomerisierte Peptidkomponente mit 
mehreren MHC-bindenden Bereichen vernetzte MHC-Molekiile 
Oder MHC-Molekiilderivate enthalt. 

17. Komplex nach Anspruch 14, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ er durch Antikorper vernetzte Peptid-NHC-Molekul- 
Komplexe enthalt. 

18. Pharmazeutische Zusammensetzung, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi sie ein Peptid oder Peptid-Derivat nach einem der 
Anspruche 1 bis 5, ein Peptidmimetikum nach Anspruch 6 
oder/und einen Komplex nach einem der Anspruche 7 bis 17 
als aktive Komponente gegebenenf alls in Kombination mit 
pharmazeutisch ublichen Zusatzstof f en enthalt. 

19. Zusammensetzung nach Anspruch 18, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi sie weiterhin eine akzessorische stimulierende Kom- 
ponente umfafit. 

20. Zusammensetzung nach Anspruch 19, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi die akzessorische stimulierende Komponente ausgewahlt 
ist aus Cytokinen oder/und der Oberf lachenantigen B7. 

21. Verwendung einer pharmazeutischen Zusammensetzung nach 
einem der Anspruche 18 bis 20 zur Herstellung eines Mit- 
tels fur die Diagnose von Erkrankungen oder einer Pre- 
disposition fur Erkrankungen, die das Immunsystem beein- 
flussen, oder von Tumorerkrankungen oder einer Predispo- 
sition fur Tumorerkrankungen. 
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22 . Verwendung nach Anspruch 21 zur Herstellung eines Mittels 
fur die Diagnose von Autoimmunerkrankungen oder einer 
Predisposition fur Autoimmunerkrankungen. 

23. Verwendung nach Anspruch 21 oder 22 zur Herstellung eines 
Mittels fur die Diagnose von Diabetes oder einer Predis- 
position fur Diabetes. 

24. Verfahren zur Bestimmung einer spezifischen T-Zell-Sub- 
population, 

dadurch gekennzeichnet, 

daS man eine T-Zellen enthaltende Probe mit einem Peptid 
oder Peptid-Derivat nach einem der Anspruche 1 bis 5, 
einem Peptidmimetikum nach Anspruch 6 oder/und einem 
Komplex nach einem der Anspruche 7 bis 17 in Kontakt 
bringt und die Reaktion von T-Zellen in der Probe mit dem 
Peptid oder Komplex bestimmt. 

25. Verfahren nach Anspruch 24 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man die Reaktion der T-Zellen mit einem fluoreszenz- 
markierten Peptid oder Komplex durch FACS-Analyse be- 
stimmt . 

26. Verfahren nach Anspruch 24 oder 25, 
dadurch gekennzeichnet , 

date man vor und/oder nach dem Kontakt der T-Zellen mit 
dem Peptid oder dem Komplex eine Selektion auf praakti- 
vierte T-Zellen durchfiihrt. 

27. Verwendung einer pharmazeutischen Zusammensetzung nach 
einem der Anspruche 18 bis 20 zur Herstellung eines Mit- 
tels fur die Therapie oder Prevention von Erkrankungen, 
die das Immunsystem beeinf lussen. 
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28. Verwendung nach Anspruch 27 zur Herstellung eines Mittels 
fur die Therapie oder Prevention von Autoimmunerkrankun- 
gen. 

29. Verwendung nach Anspruch 27 oder 28 zur Herstellung eines 
Mittels fur die Therapie oder Prevention von Diabetes. 

30. Verwendung eines Peptids oder Peptid-Derivats nach einem 
der Anspruche 1 bis 5, eines Peptidmimetikums nach An- 
spruch 6 oder eines Komplexes nach einem der Anspruche 7 
bis 17 zur Herstellung eines Antigens, insbesondere eines 
Immunogens oder Tolerogens. 

31. Verfahren zur Isolierung einer spezifischen T-Zell-Sub- 
population, 

dadurch gekennzeichnet, 

daS man eine T-Zellen enthaltende Probe mit einem Peptid 
oder Peptid-Derivat nach einem der Anspruche 1 bis 5, 
einem Peptidmimetikum nach Anspruch 6 oder einem Komplex 
nach einem der Anspruche 7 bis 17 in Kontakt bringt, die 
mit dem Peptid oder Komplex reagierenden T-Zellen identi- 
fiziert und gegebenenf alls von anderen T-Zellen abtrennt. 

32. Verfahren nach Anspruch 31, 
dadurch gekennzeichnet/ 

daS man vor oder/und nach dem Kontakt der T-Zellen mit 
dem Peptid oder dem Komplex eine Selektion auf praakti- 
vierte T-Zellen durchfuhrt. 

33. Verwendung von nach dem Verfahren gemaS Anspruch 31 iso- 
lierten T-Zellen oder Teilstrukturen davon zur Herstel- 
lung eines Antigens. 
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34. Verwendung nach Anspruch 33, 
dadurch gekennzeichnet, 

dag die T-Zellen oder Teilstrukturen davon in den Patien- 
ten, aus dem sie urspriinglich stammen, reinjiziert wer- 
den. 

35. Verwendung nach Anspruch 34, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS inaktivierte T-Zellen reinjiziert werden. 

36. Verwendung nach Anspruch 35, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi teilungsfahige T-Zellen reinjiziert werden. 

37. Antikorper gegen ein Peptid oder Peptid-Derivat nach 
einem der Anspruche 1 bis 5, ein Peptidmimetikum nach 
Anspruch 6 oder einen Komplex nach einem der Anspruche 7 
bis 17, erhaltlich durch Immunisierung mit dem Peptid, 
Peptid-Derivat, Peptidmimetikum oder Komplex und Gewin- 
nung eines durch die Immunisierung erzeugten Antikorpers. 

38. Anti-idiotypischer Antikorper gegen einen Antikorper nach 
Anspruch 37, erhaltlich durch Immunisierung mit dem Anti- 
korper gegen das Peptid, Peptid-Derivat oder Peptidmime- 
tikum oder den Komplex und Gewinnung eines durch die 
Immunisierung erzeugten anti-idiotypischen Antikorpers . 

39. T-Zelle, die mit einem Peptid oder Peptid-Derivat nach 
einem der Anspruche 1 bis 3, einem Peptidmimetikum nach 
Anspruch 6 oder einem Komplex nach einem der Anspruche 7 
bis 17 reagiert. 

40. Verwendung von Peptiden aus Glutamin-Decarboxylase (GAD), 
davon abgeleiteten Peptid-Derivaten oder Peptidmimetika 
zur Herstellung eines Arzneimittels, das bei Verabrei- 
chung an Diabete s-Patienten zur Ausbildung einer Immunto- 
leranz fuhrt. 
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41. Verwendung nach Anspruch 40, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man die Peptide, Peptid-Derivate oder Peptidmimetika 
in einer Dosis von 3 bis 3 0 mg pro kg Korpergewicht 
s verabreicht. 

42. Verwendung nach Anspruch 40 oder 41, 
dadurch gekennzeichnet/ 

daS nach Verabreichung der Peptide, Peptid-Derivate oder 
Peptidmimetika mindestens noch eine zweite Vakzinierung 
durchgefuhrt wird. 

43. Verwendung nach einem der Anspruche 40 bis 42, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man bei der zweiten und gegebenenf alls folgenden 
Vakzinierungen die bereits zur Erstvakzinierung verwende- 
ten Peptide, Peptid-Derivate oder Peptidmimetika kom- 
plette GAD oder/und einen die Sequenz der Peptide enthal- 
tenden Teil davon einsetzt. 

44. Verwendung nach Anspruch 43, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Vakzinierungen jeweils in Intervallen von 7 bis 
14 Tagen erfolgen. 

45. Verwendung nach einem der Anspruche 40 bis 44, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man eine Mischung von unterschiedlichen Peptiden, 
Peptid-Derivaten oder Peptidmimetika verabreicht. 

46. T-Zelle, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS sie einen T-Zellrezeptor enthalt, der an ein Peptid 
oder Peptid-Derivat nach einem der Anspruche 1 bis 5, ein 
Peptidmimetikum nach Anspruch 6 oder einen Komplex nach 
nach einem der Anspruche 7 bis 17 bindet. 
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47. T-Zelle nach Anspruch 46, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS sie einen T-Zellrezeptor aufweist, der eine TCRa- 
Kette mit einer in Abb. 5 dargestellten oder einer dazu 
mindestens 70 % homologen CDR3 -Region oder/und eine TCR/?- 
Kette mit einer der in Abb. 6 dargestellten oder einer 
dazu mindestens 70 % homologen CDR3 -Region umfafit. 

48. Polypeptid rait T-Zellrezeptor-Aktivitat , 
dadurch gekennzeichnet, 

daS es an ein Peptid oder Peptid-Derivat nach einem der 
Anspruche 1 bis 5, ein Peptidmimetikum nach Anspruch 6 
oder einen Komplex nach nach einem der Anspruche 7 bis 17 
bindet . 



49. Polypeptid nach Anspruch 48, • 
dadurch gekennzeichnet, 

daS es eine TCR-a-Kette mit einer in Abb. 5 dargestellten 
CDR3 -Region oder einer dazu mindestens 70 % homologen 
Aminosauresequenz umfaSt. 

50. Polypeptid nach Anspruch 48 oder 49, 
dadurch gekennzeichnet , 

daS es eine TCR-0-Kette mit einer in Abb. 6 dargestellten 
CDR3 -Region oder einer dazu mindestens 70 % homologen 
Aminosauresequenz umf aSt . 



51 . Nucleinsaure , 

dadurch gekennzeichnet, 

daS sie fur ein Polypeptid nach nach einem der Anspruche 
48 bis 50 kodiert. 
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Abb. 3 
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Rcchcrchicrtc aber nicht zum Mindcstprufetoff gehorende VerofTentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der international en Recherche konsultierte elektronische Oatenbank (Name der Oatenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie" Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



WO, A, 95 07992 (UN IV CALIFORNIA) 23.Marz 
1995 

siehe das ganze Dokument 

W0,A,94 12529 (UNIV CALIFORNIA) 9.Juni 
1994 

siehe das ganze Dokument 

EP,A,0 519 469 (UNIV CALIFORNIA) 
23.Dezember 1992 
in der Anmeldung erwahnt 
siehe das ganze Dokument 



1-51 



1-51 



1-38, 

40-45, 

48-51 



HI 



Weitcre Vcroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamilie 



* Besondere Kategorien von angegebencn VerofTcnUicrmngen 

*A' Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besondere bedeutsam anzusehen ist 

"E* al teres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem international en 
Anmeldedatum veroflentUcht worden ist 

X* Veroffentlichung, die gedgnct ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
schdnen zu lassen, oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbencht genarmten Veroffentlichung belegt werden 
soil oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" VerofTentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbamng, 

dne Benutzung, eine AussteUung oder andere Mafinahmen bezieht 

"P" Veroffentlichung, die vor dem international en Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Priontatsdatum veroffemiicht worden ist 



'T* Spatere Veroffentlichung, die nach dem international en Anmeldedatum 
oder dem Priori tatsdatum veroffentlicht worden ist und mil der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondem nur zumVerstandnis des der 
Erfmdung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegendcn 
Theorie angegeben ist 

Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfmdung 



kann allein auf grund dieser Veroffentlichung nicht als ncu oder auf 
r Taugkdt beruhend betrachtet werden 



erfinderischer 1 



' VerofTentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfmdung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigxeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit oner oder mehreren anderen 
V ero ff entli chungen dieser Kate gone in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur dnen Facnmann naheliegend ist 

' Veroffentlichung, die Mitglied derselbcn Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der international en Recherche 



8. November 1996 



Absendedatum des international en Recherchenberichts 



22.11.36 



Name und Postanschrift der Internationale Recherchcnbchdrde 
Europiisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
XL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. ( -r 31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (r 31-70) 340-3016 



Bevoilmachtigter Bediensteter 



Hillenbrand, G 



FonnbUU PCT/ISAV210 (Bfatt 2) (Jufi 1992) 



INTERN ATltWNALJUt KJtUUtKl^niUNISJUaUlll 



Int jonales Aktenzeichcn 

PCT/EP 96/03093 



C^Fortsccung) ALS WESENTLICH ANCESEHENE UNTERLAGEN 

Kate gone" Bczeichnung dcr Veroffentlichung, sowdt erforderlich unter Angabe dcr in Betracht kommcndcn Tcilc Betr. Anspruch Nr. 



X J AUTOIMMUN, OCT 1994, 7 (5) P635-41, 1-51 

ENGLAND, XPQO0607295 

CHEN SL ET AL: "Responses of NOD congenic 
mice to a *glutamic* *acid* 
decarboxylase* -derived *peptide*. n 
siehe das ganze Dokument 

X,P EP,A,0 665 289 (BOEHRINGER MANNHEIM GMBH) 1-51 
2. August 1995 
in der Anmeldung erwahnt 
siehe das ganze Dokument 

E W0,A,96 26218 (AM RAD OPERATIONS PTY LTD 1-51 

; HARRISON LEONARD (AU); HONEYMAN MARGO (A) 
29. August 1996 
siehe das ganze Dokument 



2 



FormbUU PCT7ISA.-21Q (Foraetzung von BUU 2) Uuli 1992) 



Angabcn zu Veroffentlichungen, die zur selbcn Patentfamilie gchoren 



Inr ionales Aktcnzeichen 

PCT/EP 96/03093 



Im Recherchenbericht 
angefuhrtes Patentdokument 



Datum der 
Veroffentlichung 



Mitglied(er) der 
Paten tfamilie 



Datum der 
Veroffentlichung 



W0-A-9507992 



23-03-95 



AU-A- 
CA-A- 
EP-A- 



7920194 
2170523 
0719340 



03-04-95 
23-03-95 
03-07-96 



W0-A-9412529 



09-06-94 



EP-A- 
JP-T- 



0701569 
8504406 



20-03-96 
14-05-96 



EP-A-0519469 



23-12-92 



AU-B- 
AU-A- 
CA-A- 
JP-A- 
US-A- 



661684 
1516392 
2070004 
7070182 
5475086 



03-08-95 
24-12-92 
19-12-92 
14-03-95 
12-12-95 



EP-A-0665289 



02-08-95 



DE-A- 
CA-A- 
CN-A- 
JP-A- 



4418091 
2140591 
1112933 
7285996 



27-07-95 
21-07-95 
06-12-95 
31-10-95 



W0-A-9626218 



29-08-96 



KEINE 



FonnbUu PCT,1SA"2IQ (Anhans P»teot&n»lieMJuU 1992} 



